












mRNAス プ ライ シ ン グ
にお け るキャ ップ構 造 の
役 割 に関す る研究
大野 睦人
要 旨
複 数 の イ ン トロ ン を 持 っmRNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ング 様 式 に興 味 を 持 ち、
δ 一 ク リス タ リ ン遺 伝 子 由 来 の 二 っ の イ ン トロ ン を 持 っ 人 工 的 なmRNA前駆 体
を 作 成 し、 そ の ス プ ラ イ シ ング 様 式 お よび そ れ に 対 す る キ ャ ップ 構 造 の 影 響
を、HeLa細胞 核 抽 出 液 を用 い たinvitroスプ ラ イ シ ング 系 に よ っ て 調 べ た。
皿RNA前駆 体 が キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っ 場 合 に は、 上 流 側 イ ン トロ ンの 方 が、 下 流
側 イ ン トロ ン よ り も は る か に効 率 よ く除 去 さ れ、 結 果 と し て、 最 終 産 物 が 効
率 よ く産 生 さ れ た。mRNA前駆 体 が キ ャ ップ 構 造 を 持 た な い 場 合 は、 下 流 側 イ
ン トロ ン は、 キ ャ ップ 構 造 を持 っ 場 合 と同 様 の 比 較 的 低 い 効 率 で 除 去 さ れ る
の に 対 し て、 上 流 側 イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ング は 極 端 に 阻 害 さ れ、 同 時 に
最 終 産 物 の 産 生 も ほ と ん ど み られ な くな っ た。 こ の 二 っ の イ ン トロ ン のmRNA
前 駆 体 上 の 位 置 関 係 を 前 後 逆 に した 人 工mRNA前駆 体 に お い て も ま っ た く同 様
の 結 果 が 得 られ た こ とか ら、 キ ャ ップ 構 造 は、 そ れ に近 い 方 の イ ン トロ ンの
ス プ ラ イ シ ン グ を強 く促 進 す る が、 遠 い方 の イ ン トロ ン の ス プ ラ イ シ ン グ に
は 影 響 し な い と考 え られ た。 この よ う に キ ャ ップ 構 造 は、 単 にmRNA前駆 体 を
安 定 化 す る と い う消 極 的 役 割 だ け で な く、 ス プ ラ イ シ ン グ に 積 極 的 に関 与 し
て い る こ とが 明 らか に な っ た。
次 に、invitroスプ ラ イ シ ン グ 系 に お い て み られ た キ ャ ップ 構 造 の 効 果 が、
実 際 の 細 胞 内 に お い て も み られ るか ど うか を 調 べ る た め、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ
ル の 卵 母 細 胞 核 にmRNA前駆 体 を 微 量 注 入 し て、 そ の ス プ ラ イ シ ン グ を 調 べ る
実 験 を 行 っ た。 従 来、 卵 母 細 胞 核 内 に お い て は キ ャ ップ 構 造 を 持 た な いRNA
は速 や か に 分 解 さ れ る た め、 キ ャ ップ 構 造 の 効 果 を 安 定 性 と独 立 に調 べ る こ
とが 不 可 能 で あ っ た が、 ア デ ノ シ ン をblockingnucleosideとし て 持 っmRNA
前 駆 体 を、 キ ャ ッ プ 構 造 の な いmRNA前駆 体 の 代 わ り と し て 使 用 す る とい う ト
リ ッ ク を 用 い る こ と に よ り、 こ の 問 題 点 を 解 決 す る こ と成 功 した。 そ の 結 果、
卵 母 細 胞 核 内 に お い て も、invitr。スプ ラ イ シ ン グ 系 と ほ ぼ 同 様 の 結 果 が 得
ら れ、 細 胞 内 に お い て も、 キ ャ ップ 構 造 が スプ ラ イ シ ン グ に積 極 的 に 関 与 し
て い る こ とが 明 らか に な っ た。'
以 上 の 結 果 は、 キ ャ ップ 構 造 を 特 異 的 に認 識 す る 因 子 が ス ブ ラ イ シ ン グ に
の
関 与 し て い る こ とを 強 く示 唆 し て い た の で、 次 に、 核 内 に 存 在 し、 キ ャ ップ
構 造 に特 異 的 に結 合 す る 因 子 の 探 索 を 行 っ た。 キ ャ ップ 構 造 を 持 っRNAを プ
ロ ー ブ とす る ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 を 開 発 す る こ と に よ り、 分 子 量8万 ダ ル ト
ンの キ ャ ッ プ 構 造 結 合 蛋 白(CAPRECONと名 付 け た)をHeLa細胞 核 抽 出 液 中 に
同 定 し、 そ れ をho皿ogeneityにまで 精 製 す る こ と に成 功 し た。 こ のCAPRECON
の キ ャ ッ プ 構 造 へ の 結 合 に は、blockingguanosineの7位メチ ル基 が 重 要
で あ る こ とが 分 か っ た。 ま た、CAPRECONは、 ス プ ラ イ シ ング 因 子 で あ るU2s
nRNPと部 分 的 に会 合 して い る こ とが 免 疫 沈 降 実 験 の 結 果 明 らか に な り、 スプ
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本 論 文 を 叙 述 す る に あ た り、 本 研 究 の 意 義 を 明 確 に す る ため に、RNAス プ
ラ イ シ ン グ の 分 野 を 鳥 職 し て み る こ と にす る。
蛋 白 質 あ る い はRNAを コ ー ドす る遺 伝 子 を 分 断 化 す る 塩 基 配 列 は、 一 括 し
て 介 在 配 列 あ るい は イ ン トロ ン と定 義 され、RNA転 写 物 内 か ら の イ ン トロ ン
の 除 去 反 応 はRNAス プ ラ イ シ ン グ と 呼 ば れ る。 イ ン トロ ン は そ の ス プ ラ イ シ
ン グ 機 構 の 違 い や イ ン トロ ン内 部 の 塩 基 配 列 の 類 似 性 に よ っ て 次 の4種 に 分
類 で き る。
1)真 核 細 胞 の 核 に コ ー ドさ れ る 蛋 白質 遺 伝 子 を 分 断 化 す る イ ン トロ ン。
2)真 核 細 胞 の 核 に コ ー ドさ れ る トラ ン ス フ ァー-RNA(tRNA)遺伝 子 を 分 断 化
す る イ ン トロ ン。
3)テ トラ ヒ メ ナ の 核 コ ー ドの リボ ソー ムRNA(rRNA)遺伝 子 やtミ トコ ン ド
リア や 葉 緑 体 に コ ー ドさ れ る 蛋 白質 やtRNAの遺 伝 子 を 分 断 化 す る グ ル ー プ1
イ ン トロ ン。
4)ミ トコ ン ドリ ア や 葉 緑 体 に コ ー ドさ れ る蛋 白 質 やtRNAの遺 伝 子 を 分 断 化
す る グ ル ー プIIイ ン トロ ン。
3)と4)の グ ル ー プ1&IIイ ン トロ ン は 元 来、 ミ トコ ン ドリア の イ ン トロ
ン を そ の 内 部 の 塩 基 配 列 の 共 通 性 か ら2っ に 分 類 し た も の で あ るが、 こ れ ら
の イ ン トロ ン の あ る もの は 後 述 す る よ う に セ ル フ ス プ ラ イ シ ング す る こ とが
知 られ て い る。 こ こ で は まず、1)の イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ン グ(mRNAス
プ ラ イ シ ン グ)に っ い て現 在 ま で に 明 らか にな っ て い る こ と を 筆 者 の 考 え も
ま じ え て 概 説 し、 後 ほ ど2)-4)の タ イ プ の ス プ ラ イ シ ング に っ い て も簡
単 に 触 れ る こ と に す る。
bメ ・ セ ン ジ ・ー一・RNAのス 。}シ ング
真 核 生 物 の 蛋 白質 を コ ー ドす る遺 伝 子 が 発 現 す る 過 程 に お い て、 そ の 遺 伝
子 の 転 写 物 は 様 々な 構 造 変 換 を受 け た 後 に、 初 め て 情 報 担 体 と し て 機 能 す る
メ ッセ ン ジ ャ ーRNA(mRNA)とな る こ とが 知 られ て い る。RNAの5'末 端 は、
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キ ャ ッ プ 構 造 と 呼 ば れ るmRNAに特 徴 的 な 構 造(囮7GpppmNpmN)に修 飾 さ れ、
ま た3'末 端 側 は、 特 定 の 部 位 でRNA鎖 の 切 断 が 起 こ り200残 基 程 度 の ポ
リ(A)配 列 が 付 加 さ れ る。 し か し、 最 も 劇 的 な 構 造 変 換 は、mRNA前駆 体 上 か
らイ ン トロ ン 配 列 の 除 去 さ れ る 反 応 で あ り、 こ の 反 応 はmRNAスプ ラ イ シ ング
と呼 ば れ る。
1977年 、 ア デ ノウ ィ ル ス 後 期 蛋 白 質 の 遺 伝 子 が、 蛋 白質 を コ ー ド しな
い 配 列(イ ン トロ ン)に よ っ て分 断 化 され て い る こ とが、 ウ イ ル スDNAとmR
NAのヘ テ ロ デ ュプ レ ク ス を 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 す る こ と に よ り明 ら か に な っ た
(Bergetら,1977;Chowら,1977)。以 来、 多 くの 高 等 真 核 生 物 の 蛋 白 遺 伝
子 の 構 造 が 解 析 さ れ、 そ れ らの 大 部 分 が イ ン トロ ン を も っ て い る こ とが 明 ら
か に な っ た。1っ の 蛋 白質 遺 伝 子 を 分 断 す る イ ン トロ ンは そ の 数 に お い て も
長 さ に お い て も 様 々 で あ るが、 分 断 化 さ れ た遺 伝 情 報 が 発 現 す る た め に は、
まず イ ン トロ ン を 含 む メ ッ セ ン ジ ャ 一ーRNA前駆 体 と し て 転 写 さ れ た 後、 イ ン
トロ ン部 分 だ け が 正 確 に 除 去 さ れ て 成 熟mRNAとな る こ とが 必 要 で あ る。 従 っ
てmRNAスプ ラ イ シ ン グ は、 高 等 真 核 生 物 の 遺 伝 子 発 現 に 必 須 な 過 程 で あ る と
言 う こ とが で き る。
c)ス プ ラ イ ス部 位 の 塩 某 配 列
高 等 生 物 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の デ ー タ が 蓄 積 し て く る と共 に、 イ ン トロ ン と
エ キ ソ ンの 境 界 部 に は共 通 性 の 高 い 塩 基 配 列 が 存 在 す る こ とが 明 らか に な っ
て き た。 す な わ ち、5'ス プ ラ イ ス 部 位 のAG/GTAAGTと3'スプ ラ イ ス 部 位
の(Py>nNCAG/Gであ る(Hount・1982)。こ れ らの 共 通 配 列 は、 イ ン トロ ンの
両 端 のGTお よ びAG配列 以 外 は そ れ ほ ど高 度 に 保 存 され て い る わ け で は な い。
このGT-AG則は、 最 初 にChambonのグ ル ー プ に よ っ て指 摘 され た こ とか ら(
Breathnachら,1978)Chambon'sruleと呼 ば れ る が、 ほ ん の 一 部 の 例 外(Do
dgesonとEnge1,1983;Erbi1とNiessing,1983;KingとPiatigorsky,1983)
を 除 い て ほ ぼ100%当 て は ま る。 そ し て そ の 例 外 は す べ て5'ス プ ラ イ ス
部 位 がGTでは な くGCであ る こ とで あ る。invitroスプ ラ イ シ ン グ 系 が 開 発 さ
れ る 以 前 の 比 較 的 初 期 の 研 究 に よ っ て、 こ れ らの 共 通 配 列 の 変 異 に よ っ て ス
プ ラ イ シ ン グ の 異 常 が 起 こ る こ とが 示 さ れ、 こ れ らの 配 列 が ス プ ラ イ シ ン グ
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の シ グ ナ ル と し て 働 い て い る こ と が 明 ら か に な っ た。 ヒ ト の 遺 伝 病 で あ る β
一 サ ラ セ ミ ア の い く っ か は
、 β 一 グ ロ ビ ン 遺 伝 子 上 の こ れ ら 共 通 配 列 に 起 こ
っ た 突 然 変 異 の た め、 ス プ ラ イ シ ン グ が 異 常 に な り、 正 常 な グ ロ ビ ン が 産 生
さ れ な い こ と が 原 因 で あ る こ と が わ か っ た(Fukumakiら,1982;Treismanら
,1983)。 ま た、 血 清 中 に ア ル ブ ミ ン を ま っ た く 持 た な い ラ ッ トが 偶 然 日 本
で 発 見 さ れ た が 、 ア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 の8番 目 の イ ン トロ ン の5'ス プ ラ イ ス
部 位 近 傍 に 小 さ な 欠 失 変 異 が あ る た め 、 こ の イ ン トロ ン の ス プ ラ イ シ ン グ が
異 常 に な っ て い る こ と が 明 ら か に さ れ た(Es岨iら,1983)。Weissmannら の
グ ル ー プ は、 ウ サ ギ β 一 グ ロ ビ ン遺 伝 子 の5'ス プ ラ イ ス 部 位 配 列 をGTか ら
ATに人 工 的 に 改 変 す る とinvivoで ス プ ラ イ シ ン グ の 異 常 が 起 こ る こ と を 示
し た(Wieringaら,1983)。 ま た、Aebiら は ス プ ラ イ ス 部 位 配 列 に 様 々 な 塩
基 置 換 を 導 入 し た β 一 グ ロ ビ ンmRNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ン グ をinvitro(後
述)とinvivoで 詳 細 に 調 べ 、 両 ス プ ラ イ ス 部 位 配 列 の 変 異 が ス プ ラ イ シ ン
グ に 様 々 な 影 響 を 与 え る こ と を 明 ら か に し た(Aebiら,1986)。
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invivoに お け る 研 究 は、 ス プ ラ イ シ ン グ に 必 要 なmRNA前駆 体 上 の 塩 基 配
列 を 部 分 的 に 明 ら か に す る こ と は で き た が 、 ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 の 詳 細 や 、
そ れ に 関 与 す る 因 子 の 解 析 は、invitroス プ ラ イ シ ン グ 系 の 開 発 を 待 た ね ば
な ら な か っ た。 イ ン トロ ン の 発 見 の 翌 年(1978)頃 か ら、 ア デ ノ ウ イ ル ス が
感 染 し たHeLa細胞 の 単 離 核 を 用 い て、invivoで 産 生 さ れ た ウ イ ル スmRNA前
駆 体 の ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 をinvitroで 再 開 さ せ る 系 が 開 発 さ れ た が(Blan
chardら,1978)、こ の 系 で は ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 の 詳 細 な 解 析 は 不 可 能 で あ
っ た。 近 年 、 い く っ か の 研 究 グ ル ー プ に お い て、 無 細 胞 抽 出 液 を 用 い たmRNA
前 駆 体 のinvitroス プ ラ イ シ ン グ 系 が 開 発 さ れ(HernandezとKeller,1983;
Padgettら,1983a;Krainerら,1984;Newmanら,1985)、ス プ ラ イ シ ン グ 反
応 の 詳 細 な 解 析 が 可 能 に な っ た。 こ れ ら の 研 究 グ ル ー プ で は、 若 干 の 相 違 は
あ る がtinvitroで 合 成 し たmRNA前駆 体 を 無 細 胞 抽 出 液 で 処 理 し、 ス プ ラ イ
シ ン グ 産 物 を 解 析 す る と い う 方 法 を 取 っ て い る。invitroス プ ラ イ シ ン グ 系
の 開 発 に あ た っ て 必 須 で あ り か っ 困 難 で あ っ た こ と は、 基 質 で あ るmRNA前駆
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体 を い か に し て 十 分 量 得 る か と い う こ と で あ っ た。 こ の 問 題 は、 原 核 生 物 の
invitro転写 反 応 系 を 用 い て、 真 核 生 物 の 遺 伝 子 を 転 写 さ せ る こ と に よ っ て
克 服 さ れ た。 す な わ ち、 原 核 生 物 の プ ロ モ ー タ 配 列 を 持 っDNAの 下 流 に 適 当
な イ ン トロ ン を 持 っ 真 核 生 物 の 遺 伝 子 を 連 結 し た も の を、 精 製 し た 原 核 生 物
RNAポリ メ ラ ー ゼ を 用 い てinvitroで 転 写 す る こ と に よ っ て、mRNA前 駆 体 を
調 製 す る の で あ る。 最 も 広 く使 わ れ て い る 転 写 系 は、 サ ル モ ネ ラ 菌 の フ ァ ー
ジSP6の 後 期 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ と こ の フ ァ ー ジ に コ ー ド さ れ るRNAポ リ メ
ラ ー ゼ を 用 い る 系 で あ る(Greenら,1983)。 そ の 他、T7フ ァ ー ジ のRNAポ リ
メ ラ ー ゼ の 系(Davanlooら,1984)や 大 腸 菌RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 系(Ohnoら
,1987;Sakamotoら,1987)も用 い ら れ て い る。 こ れ ら 原 核 生 物 の シ ス テ ム
を 用 い た 転 写 系 で は、 転 写 反 応 液 中 に ゴ6pppN等の キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 を 入
れ る と、RNA合 成 の プ ラ イ マ ー と し て 機 能 す る 結 果、RNAの5'末 端 に 効 率
よ く キ ャ ッ プ 構 造 を 形 成 さ せ る こ と が で き る(Contrerasら,1982)。
無 細 胞 抽 出 液 と し て は、HeLa細 胞 の 核 抽 出 液 が 最 も よ く 使 わ れ て い る。 そ
れ 以 外 に も、 マ ウ ス プ ラ ズ マ サ イ トー マ 由 来 の 細 胞 株 で あ るMOPC細胞(Gold
enbergとHauser,1983)や酵 母(S.cerevisiae)(Nermanら,1985)から も、
ス プ ラ イ シ ン グ 活 性 の あ る 抽 出 液 が 調 製 さ れ て い る が 、 こ こ で 紹 介 す る 成 果
の 大 部 分 は、HeLa細 胞 核 抽 出 液 を 用 い た 研 究 か ら 得 ら れ た も の で あ る。inv
迦 ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 は、1価 の 陽 イ オ ン と2価 の 陽 イ オ ン(Hg2")お よ
びATPを 要 求 す る こ と やLス プ ラ イ シ ン グ の 反 応 産 物 が 検 出 さ れ る ま で に1
5-45分 の 遅 滞 時 間 が あ る こ と が 明 ら か に な っ た(Hardyら,1984;Kraine
rら,1984)。 細 胞 内 の 典 型 的 なmRNA前駆 体 は、5'末 端 の キ ャ ッ プ 構 造 の 他
に3'末 端 に ポ リ(A)配 列 を 持 っ て い る。invitr。系 が 開 発 さ れ る 以 前 に 行
わ れ た、mRNA前 駆 体 を ア フ リ カ ツ メ ガ ェ ル の 卵 母 細 胞 核 に 微 量 注 入 し て ス プ
ラ イ シ ン グ を 解 析 し た 実 験(Greenら,1983)に よ れ ば、 ポ リ(A)配 列 は ス プ
ラ イ シ ン グ 反 応 に 全 く 影 響 し な か っ た。 ま た、 キ ャ ッ プ 構 造 に つ い て は、 キ
ャ ッ プ 構 造 を 持 た な いmRNA前駆 体 は 卵 母 細 胞 核 内 で 速 や か に 分 解 さ れ る た め 、
少 な く と も 皿RNA前駆 体 の 安 定 性 に 寄 与 し て い る と い う こ と し か 分 か ら な か っ
た。invitro系 を 用 い て、 こ れ ら の 構 造 の 必 要 性 が 調 べ ら れ た(Krainerら,
1984)。ポ リ(A)配 列 に つ い て は、 そ の 有 無 で 差 が み ら れ な か っ た こ と か ら、
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スプ ラ イ シ ン グ に 必 要 な い と結 論 さ れ た。 しか し、 この 実 験 は 単 一 の イ ン ト
ロ ン しか 持 た な いmRNA前駆 体 を 用 い て い る。 複 数 の イ ン トロ ン を 持 っmRNA前
駆 体 で は ポ リ(A)が 何 らか の 機 能 を 果 た す か も 知 れ な い と い う可 能 性 は 否 定
で き な い。 こ れ に対 して、 キ ャ ップ 構 造 は、invitroスプ ラ イ シ ン グ 反 応 そ
の もの に必 須 で は な いが、 反 応 を3-4倍 程 度 促 進 す る こ とが 分 か っ た。 し
か し、 キ ャ ップ 構 造 はRNAの 安 定 性 を高 め て い る に 過 ぎな い の か、 あ る い は
ス プ ラ イ シ ング に積 極 的 に 関 与 して い る の か は 明 らか に は な らな か っ た。 後
述 す る よ う に、 後 者 が 正 しい こ とが 明 らか に な っ た(Ohnoら,1987;Sakamot
oら,1987)。
eス ー シ"の',Nvl・'刑 目
invitroスプ ラ イ シ ング 系 の 開 発 に よ り、 ス プ ラ イ シ ン グ の 反 応 様 式 や 中
間 体 の 詳 細 な 解 析 が 可 能 に な っ た。 そ の 結 果、 ス プ ラ イ シ ン グ は 二 段 階 の 反
応 か ら 成 り、 そ の 反 応 過 程 で イ ン トロ ンが ラ リア ッ ト構 造(投 げ 縄 型 構 造、
ま た は 枝 分 か れ 環 状 構 造)を 形 成 す る こ とが 明 ら か に され た。 す な わ ち、 ス
プ ラ イ シ ン グ 反 応 に お い て は、 図1に 示 す よ う に、 ま ず5'ス プ ラ イ ス 部 位
が 切 断 され、 そ の 結 果 生 じ た イ ン トロ ンの5'末 端 が イ ン トロ ンの3'末 端
付 近 の ブ ラ ンチ 部 位 と呼 ば れ る 配 列 の 中 の ア デ ノ シ ン残 基 と2'-5'リ ン
酸 ジェ ス テ ル 結 合 を 形 成 し ラ リア ッ ト構 造 を 作 る(ス テ ッ プ1)。 続 い て、
3'ス プ ラ イ ス部 位 の 切 断 と2っ の エ キ ソ ンの 連 結 が 起 こ り、 ラ リア ッ ト型
イ ン トロ ンが 放 出 さ れ るの で あ る(ス テ ッ プ2)(Padgettら,1984;Ruski
nら,1984)。注 目 す べ き こ とは、 各 ス テ ッ プ に お い て リ ン酸 ジ エ ス テ ル 結 合
の 数 が 保 存 さ れ て い る と い う こ とで あ る。 こ の こ と は 各 ス テ ップ の 反 応 が エ
ス テ ル 交 換 反 応(transesterifiCation)によ っ て 起 こ っ て い る こ と を 示 唆
して い る。 こ の 問 題 に 関 し て は、 セ ル フ ス プ ラ イ シ ング イ ン トロ ン と の 関 連
性 に お い て、 ス プ ラ イ シ ン グ にお け るATPの 要 求 性 の 項 で 再 び 述 べ る。
ブ ラ ン チ 部 位 の 配 列 は、3'ス プ ラ イ ス 部 位 の18-37塩 基 上 流 に あ る
PyNPyUPuAPyを中 心 に し た配 列 で あ る と指 摘 さ れ て い るが(Ruskinら,1984)
、高 等 真 核 生 物 の 場 合、 こ の 配 列 は 必 ず し も 厳 密 で は な く、 正 常 な フ ラ ンチ
部 位 の 配 列 を 欠 失 させ て も そ の 付 近 の ア デ ノ シ ン 残 基 で 枝 分 か れ 構 造 の 形 成
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図1.mRNA前 駆 体 の スプ ラ イ シ ング に お け る 二 段 階 反 応.
ス テ ップ1で5'ス プ ラ イ ス部 位 の 切 断 と ブ ラ ン チ 構 造 の 形 成 が 起 き、 っ い
で ス テ ツ プ2で3'ス プ ラ イ ス部 位 の 切 断 とエ キ ソ ン同 士 の 連 結 が 起 こ る。
各 ス テ ッ プ に お い て リ ン酸 ジエ ス テ ル 結 合 の 数 が 保 存 さ れ て い る。
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(branching)が起 こ る こ と が 報 告 さ れ て い る(Ruskinら,1985;Rautmann
とBreathnach,1985)。こ の こ と は、 β 一 グ ロ ビ ン 遺 伝 子 を 用 い た イ ン トロ
ン 内 部 の 欠 失 実 験 か ら、 ス プ ラ イ ス 部 位 以 外 の イ ン トロ ン 配 列 は ス プ ラ イ シ
ン グ に 必 須 で は な い(Wieringaら,19841VanSantenとSpritz,1985)とい う
実 験 結 果 と 矛 盾 し な い。 ブ ラ ン チ ン グ に は ア デ ノ シ ン 残 基 が 好 ま れ る が 、 塩
基 配 列 を 改 変 す る こ と に よ り ア デ ノ シ ン 残 基 以 外 に も ブ ラ ン チ ン グ を 起 こ さ
せ る こ と が で き、 そ の こ と が ス プ ラ イ シ ン グ の 反 応 効 率 に 様 々 な 影 響 を 及 ぼ
す こ と が 明 ら か に さ れ て い る(Hornigら,1986)。 ま た、 ヒ トの 成 長 ホ ル モ
ン のmRNA前駆 体 の 場 合 に は、 自 然 の 状 態 でUやC残 基 に ブ ラ ン チ ン グ が 起 こ っ
て い る と い う(HartmuthとBarta,1987)。こ れ に 対 し て 酵 母 の ス プ ラ イ シ ン
グ に お い て は、 ブ ラ ン チ 配 列 の 要 求 性 は 非 常 に 厳 密 で あ り、UACUAACと い う
配 列(UACUAACボ ッ ク ス)に 変 異 が 起 こ る と ス プ ラ イ シ ン グ が 起 こ ら な くな
る(Langfordら,1984)。 こ の 違 い は3'ス プ ラ イ ス 部 位 配 列 と ブ ラ ン チ 部
位 配 列 の ど ち ら が 優 先 す る か と い う 問 題 に 帰 す る こ とが で き る と 思 わ れ る。
す な わ ち、 高 等 生 物 に お い て は3'ス プ ラ イ ス 部 位 が 優 先 し、 そ こ か ら 一 定
の 距 離 上 流 の 部 位 が ブ ラ ン チ 部 位 と し て 使 わ れ る の に 対 し て、 酵 母 に お い て
はUACUAAC配 列 が 優 先 し て、 そ こ か ら 一 番 近 い 下 流 のAG配 列 が3'ス プ ラ イ
ス 部 位 と し て 使 わ れ る と 考 え る こ と が で き る。 し か し最 近ReedとManiatisは、
哺 乳 類 と酵 母 の ブ ラ ン チ 部 位 配 列(BPS)に 同 様 な 一 塩 基 置 換 を 導 入 し、 そ
れ ら の ス プ ラ イ シ ン グ を 比 較 す る こ と に よ り、BPSは 哺 乳 類 に お い て も 酵 母
と 同 様 の 重 要 性 を 持 っ て い る と い う 実 験 結 果 を 示 し、 上 記 の 考 え に 疑 問 を 投
げ か け た(ReedとManiatis,1988)。し か し 彼 ら も、 哺 乳 類 と 酵 母 で は ス プ
ラ イ ス ソ ー ム 形 成(後 述)に お け るBPSの 重 要 性 が 違 う こ と は 認 め て お り、
や は り 両 者 の ス プ ラ イ シ ン グ 機 構 に は 何 ら か の 違 い が あ る こ と は 確 か な よ う
で あ る。 細 胞 内 に お い て も 実 際 、 イ ン トロ ン が ラ リ ア ッ ト構 造 を 形 成 す る こ
と が 、 ウ サ ギ や 酵 母 に お い て 確 認 さ れ て お り(ZeitlinとEfstratiadis,1984
;Rodriguezら,1984;Domdeyら,1984)、イ ン トロ ン の ラ リ ア ッ ト構 造 の 形
成 は 、mRNAス プ ラ イ シ ン グ の 一 般 的 経 路 で あ ろ う と 考 え ら れ る。 こ れ に 関 連
し て、 ラ リ ア ッ ト構 造 が 発 見 さ れ る 以 前 の1983年 に、Wa1laceとEdmondsが









図2.WallaceとEdmondsの考 え たmRNAスプ ラ イ シ ン グ の モ デ ル(WallaceとE
d皿ondsら,1983).
ま ず3'ス プ ラ イ ス 部 位 に 切 断 が 起 こ り、3'側 の エ キ ソ ン が5'ス プ ラ イ
ス 部 位 に2'-5'リ ン 酸 ジ ェ ス テ ル 結 合 で 一 旦 連 結 さ れ、 イ ン ト ロ ン が 除
去 さ れ て か ら 正 常 な3'-5'結 合 に 変 換 さ れ る。
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塩 基 の80%が ア デ ニ ン残 基 で あ る こ と を 発 見 し、 そ れ がRNAス プ ラ イ シ ン
グ の 中 間 体 で は な い か と 考 察 し て い る こ と は 興 味 深 い(WallaceとEdmonds,
1983)。彼 ら は、 ま ず イ ン トロ ン の3'ス プ ラ イ ス 部 位 に 切 断 が 起 こ っ た 後 、
3'エ キ ソ ン が5'ス プ ラ イ ス 部 位 に2'一 一5'結 合 に よ っ て 一 旦 保 持 さ れ
て か ら、5'ス プ ラ イ ス 部 位 の3'-5'結 合 の 切 断 が 起 こ り イ ン トロ ンが
除 去 さ れ る。 そ の 後 エ キ ソ ン 連 結 部 の2'-5'結 合 は3'-5'結 合 に 変
換 さ れ る と い う モ デ ル(図2)を 考 え た の で あ る。
f)ス プ ラ イ ス ソ ー ム と ス プ ラ イ シ ン グ 因 子
invitroスプ ラ イ シ ン グ 反 応 の 過 程 でmRNA前駆 体 は、 反 応 に 関 与 す る 因 子
と 巨 大 な 複 合 体 を 形 成 す る こ と が、 グ リ セ ロ ー ル 密 度 勾 配 や し ょ 糖 密 度 勾 配
遠 心 法 に よ り 明 ら か に な っ た。 こ の 複 合 体 は、HeLa細 胞 で は50-60S(
Grabowskiら,1985;FrendeweyとKeller,1985)、酵 母 で は や や 小 さ い40S
(BrodyとAbelson,1985)の沈 降 係 数 を 持 っ て お り、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム と 名
付 け ら れ た。 ス プ ラ イ ス ソ ー ム は ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 の 起 こ る 場 で あ る と 考
え ら れ て い る が、 そ の 理 由 と し て、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム に は ス プ ラ イ シ ン グ 反
応 の 中 間 体 で あ る2種 のRNA、 即 ち5'エ キ ソ ン と、3'エ キ ソ ン の 付 い た
ラ リ ア ッ ト型 イ ン ト ロ ン が 局 在 し て い る こ と、 ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 と 同 じ く
ス プ ラ イ ス ソ ー ム の 形 成 がATP依 存 性 で あ る こ と、 ま た、 ス プ ラ イ シ ン グ 反
応 を 阻 害 す る よ う な 処 理 、 例 え ば 抽 出 液 をsnRNP(後 述)に 対 す る 抗 体 で 処
理 し た り す る と、 同 時 に ス プ ラ イ ス ソ ー ム 形 成 も 阻 害 さ れ る こ と な ど が あ げ
ら れ る。invitroス プ ラ イ シ ン グ で み ら れ る 反 応 の 遅 滞 時 間 の 少 な く と も 一
部 分 は、 こ の ス プ ラ イ ス ソ ー ム の 形 成 に 要 す る 時 間 で あ ろ う と 考 え ら れ て い
る。
ス プ ラ イ シ ン グ に 関 与 す る 因 子 は、 現 在 ま で に い く っ か 明 ら か に な っ て い
る。 最 も 代 表 的 な も の はsnRNPで あ る。 真 核 細 胞 の 核 内 に 存 在 す る 低 分 子RN
A(smallnuclearRNA,snBNA)は、 い く っ か の タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成
し て い て 、 核 内 低 分 子RNA/protein複合 体 、 す な わ ちsnRNPと 呼 ば れ て い る。
核 内 に 多 量(細 胞 当 り105-106分 子)に 存 在 す る 主 要 なsnRNPに はU1-
U6の6種 が あ る。 こ の 他 に 存 在 量 の 比 較 的 少 な い マ イ ナ ー なsnRNP(U7-U10)
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が 同 定 さ れ て い る。 こ れ ら のsnRNPのRNA成分(snRNA)は 、 鎖 長60-20
0ヌ ク レ オ チ ドで あ り、U6RNA以 外 の5'末 端 に は 特 徴 的 な2,2,7-trimethy
lguanosineを持 っ キ ャ ッ プ 構 造 が 存 在 す る。snRNPの 蛋 白 成 分 に つ い て は、
B,B',D,E,F,Gと呼 ば れ る 互 い に 抗 原 性(Sm抗 原)の 非 常 に 近 い6種 の ポ リペ
プ チ ドが 主 要 なsnRNPに 共 通 に 存 在 す る。 こ の6種 の 蛋 白 の 他 にUIRNPに は
A,C,68Kとい う3種 の ポ リ ペ プ チ ドが 、U2RNPに はA',B"の2種 の ポ リ ペ プ
チ ドが 特 異 的 に 含 ま れ る。 他 のRNPに も 特 異 的 な 蛋 白 成 分 が 存 在 す る と 思 わ
れ る が 同 定 さ れ て い な い 。U4とU6はRNA間 の 塩 基 対 形 成 に よ っ て 一 っ の 複 合
体(U4/U6snRNP)を形 成 し て い る こ とが 明 ら か に な っ て い る(Greenの 総 説
,1986)。
主 要 なsnRNPの 内、 核 小 体 に 存 在 し リ ボ ゾ ー ムRNAの プ ロ セ ッ シ ン グ に 関
与 し て い る と 考 え ら れ て い るU3RNPを 除 い た5種 のRNPは 、 ス プ ラ イ シ ン グ
に 関 与 す る こ と が 分 か っ て き た。UlsnRNAの5'末 端 が ス プ ラ イ ス 部 位 と 相
補 的 な 配 列 を 持 っ て い る こ と か ら、UlsnRNPが 両 方 の ス プ ラ イ ス 部 位 を 近 傍
に 保 持 す る こ と に よ っ て ス プ ラ イ シ ン グ に 関 与 す る と い う モ デ ル(図3)が
理 論 的 に 考 え ら れ て い た(Lernerら,1980;RogersとWal1,1980)・が、 後 に こ
の モ デ ル は 半 分 だ け(5'側 だ け)正 し い こ と が 分 か っ た。UlsnRNPを 特 異
的 に 認 識 す る 抗 体(anti-U1)はinvitroス プ ラ イ シ ン グ 反 応 を 阻 害 す る(
Padgettら,1983b)。ま た、UIRNAの5'末 端 部 に 相 補 的 な 合 成DNAとRNas
eHを用 い て 核 抽 出 液 中 のUIRNAを 選 択 的 に 破 壊 す る と、 そ の 抽 出 液 は ス プ ラ
イ シ ン グ 活 性 を 失 う(Kra皿erら,1984)。 こ れ ら か らU1が ス プ ラ イ シ ン グ に
関 与 す る こ と が 確 実 と な っ た。 高 度 に 精 製 し たUIRNPは 、5'ス プ ラ イ ス 部
位 に 選 択 的 に 結 合 す る(Mountら,1983;Tateiら,1984)こと か ら5'ス プ ラ
イ ス 部 位 の 認 識 に 関 わ っ て い る と考 え ら れ る。UIRNAと5'ス プ ラ イ ス 部 位
間 の 塩 基 対 形 成 が 重 要 で あ る こ と が 次 の よ う なinvivOの 実 験 で 証 明 さ れ た。
5'ス プ ラ イ ス 部 位 に 塩 基 置 換 変 異 を 持 っ ア デ ノ ウ イ ル スElA遺 伝 子 はHe
La細胞 に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て も ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け な い が 、 こ の 変
異 し た5'ス プ ラ イ ス 部 位 と の 相 補 性 を 回 復 す る よ う な 塩 基 置 換 をUIRNA遺
伝 子 に 導 入 し て、 こ れ を 変 異EIA遺 伝 子 と 共 に トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る






図3.Lernerら が 考 え たmRNAスプ ラ イ シ ン グ にUlRNAが 関 与 す る と い う モ デ
ル(Lernerら,1980).
Lernerらは、 イ ン ト ロ ン の 両 宋 端 部 とUIsnRNAの5'末 端 部 が 相 補 的 で あ る
こ と に 注 目 し て、UIRNAが 両 側 の ス プ ラ イ ス 部 位 を 近 傍 に 保 持 す る こ と に 関
与 し て い る の で は な い か と 考 え た。
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86)。 ま た、Aebiら は、5'ス プ ラ イ ス 部 位 の 位 置 がUIRNAと の 塩 基 対 形 成
の 安 定 性 に よ っ て 決 定 さ れ る こ と をinvitro系 を 用 い て 明 確 に 示 し た(Aebi
ら,1987;WeberとAebi,1988)。
UIRNAの 場 合 と 同 様 に、 相 補 的 合 成DNAとRNaseHを 用 い て 抽 出 液 中 の 特 定
のsnRNAを 破 壊 す る 実 験 か ら、U2,U4お よ びU6RNAが、 ス プ ラ イ シ ン グ に 必 要
で あ る こ と が 明 ら か に さ れ た(BergetとRobberson,1986;BlackとSteitz,19
86)。 そ れ 以 前 にU2が ス プ ラ イ シ ン グ に 関 与 す る モ デ ル が い く っ か 考 え ら れ
て い た。Ohshi皿aら は か っ て、U2RNAが エ キ ソ ン 部 分 と の 塩 基 対 形 成 に よ り
両 ス プ ラ イ ス 部 位 を 近 傍 に 保 持 す る と い う、LernerらのU1モ デ ル と 類 似 し た
モ デ ル を 提 出 し た(Ohshimaら,1981)。ま た、 ブ ラ ン チ 部 位 の 存 在 が 明 ら か
に な っ た 頃、KellerとNoonはU2RNAがブ ラ ン チ 部 位 配 列 と 相 補 的 で あ る こ と
に 注 目 し、U2が プ ラ ン チ 部 位 に 結 合 す る と 考 え た(KellerとN。on,1984)。
実 際 、U2RNPは ス プ ラ イ ス ソ ー ム 形 成 の 初 期 に ブ ラ ン チ 部 位 にATP依 存 的 に
結 合 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る(Blackら,1985)。 こ の 意 味 で、 細 胞
内 でU2RNAがhnRNA一と塩 基 対 を 形 成 し て い る と い う1982年の 報 告 は 注 目 に 値
す る(Calvetら,1982)。3'ス プ ラ イ ス 部 位 に っ い て は、U5RNPが 結 合 す
る と 示 唆 さ れ た が(Chabotら,1985)、 そ の 後 、UsRNPに 結 合 し て い る と 思
わ れ る7-10万 ダ ル ト ン の 蛋 白 質 が 単 独 で3'ス プ ラ イ ス 部 位 に 結 合 し う
る こ と が 示 さ れ た(Taziら,1986;GerkeとSteitz,1986)。し か し 最 近 、U2
の ブ ラ ン チ 部 位 へ の 結 合 を 助 け るU2AFとい う 因 子 が 同 定 さ れ、U2の ブ ラ ン チ
部 位 へ の 結 合 に 先 だ っ て3'ス プ ラ イ ス 部 位 に 結 合 す る こ と が 示 さ れ た(Ru
skinら,1988)。 ま た、hnRNP蛋 白(後 述)の い く っ か が3'ス プ ラ イ ス 部
位 付 近 の ピ リ ミ ジ ン に 富 む 領 域 に 結 合 す る と い う 報 告 も あ り(SwansonとDr
eyfuss,1988)、3'ス プ ラ イ ス 部 位 を 認 識 す る 因 子 に つ い て は 百 家 争 鳴 の
状 態 で あ る。
mRNA前駆 体 を 含 む 核 内 不 均 一RNA(heterogeneousnuclearRNA,hnRNA)
は、 細 胞 内 で は い く っ か の 蛋 白 と 複 合 体 を 形 成 し て い て(hnRNP)、 電 子 顕
微 鏡 で 観 察 す る と、 複 数 の ビ ー ズ がRNAの 糸 の 上 に 付 い た よ う な 形(beadso
nastring)を し て い る。 こ の 構 造 は イ ン トロ ン の 有 無 に 関 係 な く み ら れ る
こ と か ら、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム と 同 一 の も の で は な い と 思 わ れ る。 こ の ビ ー ズ
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構 造 は 、 コ ア 蛋 白(coreprotein)と 呼 ば れ る6種 の 蛋 白(A1,A2,Bl,B2,Cl
,C2)か ら 構 成 さ れ て い る。C蛋 白 に 対 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 で、 ス プ ラ イ シ
ン グ を 阻 害 す る も の が 得 ら れ た と い う 報 告 が あ る(Choiら,1986)。 し か し、
invitroスプ ラ イ シ ン グ 系 に 外 か ら 加 え ら れ たmRNA前駆 体 は、 ス プ ラ イ シ ン
グ 反 応 が 起 こ る ま で の 遅 滞 時 間 中 に そ の 二 次 構 造 がATPに 依 存 し て 解 き ほ ぐ
さ れ、 そ の 解 き ほ ぐ し 反 応 はC蛋 白 に 対 す る 抗 体 で 阻 害 さ れ る、 と い う 報 告
(Wollenzienら,1987;Goswamiら,1987)から 考 え る と、 こ れ らhnRNPの コ
ア 蛋 白 は、 ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 そ の も の に 関 与 し て い る と い う よ り も、 ス プ
ラ イ ス ソ ー ム 形 成 時 に お い て ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 が ス プ ラ イ ス 部 位 へ 結 合 す
る の に 必 要 なmRM前 駆 体 の 二 次 構 造 の 解 き ほ ぐ し 反 応 に 関 与 す る こ と に よ っ
て 間 接 的 に ス プ ラ イ シ ン グ に 関 係 し て い る と 考 え る こ と も で き る。 し か し、
hnRNP蛋 白 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ン 抗 体 は、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム 形 成 が 起 こ っ た
後 に 反 応 系 に 加 え て も 反 応 を 阻 害 す る と い う 報 告 が あ り(Sierakowskaら,19
86)、hnRNP蛋 白 が3'ス プ ラ イ ス 部 位 付 近 に 結 合 す る と い う 報 告 と 合 わ せ
る と、 反 応 へ の 直 接 関 与 の 可 能 性 も あ る と 思 わ れ る。
我 々 の グ ル ー プ で は、 後 述 す る よ う に、 キ ャ ッ プ 構 造 が ス プ ラ イ シ ン グ 反
応 に 積 極 的 な 役 割 を 果 し て い る と い う 結 果 を 得 て お り、 核 内 の キ ャ ッ プ 構 造
認 識 因 子 が ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 に 何 ら か の 関 与 を し て い る と 考 え て い る(Oh
noら,1987)。
他 に、HeLa細 胞 抽 出 液 を カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 分 離 し、 ス プ ラ イ シ
ン グ 活 性 を 再 構 成 す る こ と に よ っ て、 い く つ か の ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 が 同 定
さ れ て い る が、 因 子 が 多 数 で あ る た め、 こ の 方 法 で 全 て の 因 子 を 同 定 す る こ
と は か な り 困 難 で あ る こ と が 分 か っ て き た。Hurwitzら の グ ル ー プ は、DEAE
-celluloseとBio-Rex70カラ ム を 用 い て ス プ ラ イ シ ン グ 活 性 を3っ の 分 画I
a,Ib,IIに分 け、 そ の う ちIbとIIの2っ を 再 構 成 す る と、 ス プ ラ イ シ ン グ
反 応 の 第 一 段 階 だ け が 起 こ る こ と、IIに は 核 酸 を 含 む 因 子(snRNP)が 存 在
す る こ と等 を 示 し た(Furneauxら,1985;Perkinsら,1986)。KrainerとMan
iatisは、 ス プ ラ イ シ ン グ 活 性 を5っ の 分 画 に 分 け(SF1,SF2,SF3,SF4A,SF4
B)、SF1,SF2,SF4Bの3っ は 反 応 の 第 一 段 階 に 必 要 で、SF3とSF4Aは 第 二 段
階 に の み 必 要 で あ る こ と を 報 告 し た(KrainerとManiatis,1985)。ス ブ ラ イ
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シ ング 活 性 の 分 画 を 最 も精 力 的 に行 っ て い るKellerのグ ル ー プ は、 高 速 液 体
ク ロ マ トグ ラ フ ィー を 用 い て、2っ のsnRNP分画 と4っ の 非snRNP分画(SF
1-4)を 同 定 し た(Kramerら,1987;Kramer,1988)。し か し彼 ら は、 反 応
の 第 一 段 階 で 働 く因 子 と第 二 段 階 で 働 く因 子 を 明 確 に分 離 す る こ と に は 成 功
し て い な い。 各 グ ル ー プ で 同 定 さ れ た因 子 の 間 の 関 係 は 現 在 の と こ ろ は 不 明
で あ る。 各 分 画 が 単 独 の ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 しか 含 ん で い な い こ と を 証 明 す
る こ とは 非 常 に 困 難 で あ る し、snRNPの よ うな 因 子 は そ も そ も 多 数 の 因 子 の
複 合 体 で あ る の で、 こ の 様 な 生 化 学 的 な 方 法 論 で は ス プ ラ イ シ ング 因 子 の 厳
密 な 数 を 推 定 す るの は不 可 能 で あ ろ う。 こ れ に 対 し酵 母 で は、 多 数 の ス プ ラ
イ シ ン グ の 高 温 感 受 性 突 然 変 異 株 が 分 離 さ れ、10種 の 異 な る相 補 群(rna2
-11)が 同 定 され て い る(Hartwell,1967;Hartwe11ら,1970)。こ れ らの 突
然 変 異 株 か ら調 製 さ れ た抽 出 液 の ス プ ラ イ シ ン グ 活 性 は高 温 感 受 性 で あ り、
異 な る 変 異 株 の 抽 出 液 を混 合 す る と ス プ ラ イ シ ング 活 性 が 相 補 さ れ る こ とが
明 らか に な っ た(Linら,1987)。こ の 遺 伝 学 と生 化 学 を 組 み 合 わ せ た 方 法 論
は今 後 ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 の 同 定 に強 力 な 武 器 とな る こ と は 疑 い な い。
スプ ラ イ ス ソ ー ム そ の も の を精 製 して そ の 構 成 成 分 を 調 べ よ う と い う 試 み
も い くっ か 行 わ れ た。GrabowskiとSharpは、 ビ オ チ ン化 し たmRNA前駆 体 上 に
ス プ ラ イ ス ソ ー ム を 形 成 さ せ、 そ れ を ス ト レプ トア ビ ジ ン ア フ ィ ニ テ ィー カ
ラ ム を 用 い て 精 製 し、 そ の 中 にU2,U5,U4/U6snRNAが含 まれ るがU1は含 ま れ て
い な い と報 告 し た(GrabowskiとSharp.1986)。BindereifとGreenは、 同 様
の 方 法 で スプ ラ イ ス ソ ー ム を 精 製 しU2,U5,U4/U6の他 にUIRNAも含 まれ て い
る と主 張 し た(BindereifとGreen,1987)。Reedらは、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ トグ
ラ フ ィ ー に よ り スプ ラ イ ス ソ ー ム を 精 製 し そ の 電 子 顕 微 鏡 写 真 を 撮 る こ と に
成 功 し たが、 彼 ら も や は りUIRNAが含 まれ て い る と報 告 し た(Reedら,1988)
。 こ の よ うな 違 いが 生 じ た 原 因 は、1)U1のス プ ラ イ ス ソー ムへ の 結 合 が 非 常
に弱 く精 製 の 過 程 で 離 れ て し ま う、 あ る い は、2)実 際U1は特 定 の 段 階 で ス ブ
ラ イ ス ソー ム か ら解 離 す る た め に そ の 前 後 で ス プ ラ イ ス ソ ー ム の 構 成 成 分 に
違 い が 生 じ る、 等 の 可 能 性 が 考 え ら れ る。 後 で 述 べ る よ う に、Sharpの グ ル
_プ は、UIRNPは5'ス プ ラ イ ス部 位 を 認 識 し た 後 にmRNA前駆 体 か ら解 離 す
る と考 え て い る が、 スプ ラ イ ス ソ ー ム はU1に特 異 的 な 蛋 白 に 対 す る抗 体 で 効
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率 よ く 免 疫 沈 降 さ せ る こ と が で き る と い う 報 告 が あ る(BindereifとGreen,1
986;Ab皿ayrら,1988)ので、 あ る い はRNAだ け が 解 離 す る の か も 知 れ な い。
こ のU1の 問 題 は 未 だ 決 着 が つ い て い な い。snRNP以 外 の ど の よ う な 蛋 白 因 子
が ス プ ラ イ ス ソ ー ム 中 に 存 在 す る の か は 明 ら か に な っ て い な い。 ま た、 精 製
し た ス プ ラ イ ス ソ ー ム 分 画 単 独 で は ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 を 起 こ す こ と は 今 の
と こ ろ で き な い。 ス プ ラ ィ ス ソ ー ム の 構 成 成 分 の 他 に、 弱 く、 あ る い は 短 時
間 だ け ス プ ラ イ ス ソ ー ム と 接 触 す る 蛋 白 性 の 因 子 が 必 要 で あ る こ と が 示 唆 さ
れ て い る(Ab皿ayrら,1988)。
こ れ ら の ス プ ラ イ ス ソ ー ム の 構 成 成 分 が ど の 様 な 順 序 で 集 合 し て い く か が
調 べ ら れ た。KonarskaとSharpは、 ス プ ラ イ シ ン グ の さ ま ざ ま な 段 階 に お け
る 複 合 体 を 非 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 画 後 、 そ れ を メ ン ブ レ ン に プ ロ ッ ト し、
各snRNAに 特 異 的 な プ ロ ー プ を 用 い て 複 合 体 中 のRNA成 分 を 調 べ る と い う 強
力 な 方 法 を 開 発 し(KonarskaとSharp,1986)、ス プ ラ イ ス ソ ー ム の 形 成 経 路
に っ い て 図4の よ う な モ デ ル を 提 出 し た(KonarskaとSharp,1987;Konarska
とSharp,1988;Lam。ndら,1988)。す な わ ち、 両 ス プ ラ イ ス 部 位 がU1とU5(?
)に よ っ て 認 識 さ れ た 後 、U2が ブ ラ ン チ 部 位 に 結 合 し、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム の
前 駆 体(complexA)が 形 成 さ れ る。 彼 ら は、 こ の 時 点 でUIRNAが 解 離 し て い
る と 考 え て い る こ と は 前 に 述 べ た。 次 に、 こ の 前 駆 体 に、 あ ら か じ め 複 合 体
を 形 成 し て い るU5,U4/U6が結 合 し、U2,U5,U4/U6を含 む ス プ ラ ィ ス ソ ー ム(
co叩1exB)が 形 成 さ れ る。 し か し、 反 応 中 間 体 が 含 ま れ る ス プ ラ イ ス ソ ー ム
(complexC)にはU4RNAが な い こ と は 注 目 す べ き で あ る。U4の ス プ ラ イ ス ソ
ー ム か ら の 解 離 が 反 応 開 始 の 引 金 に な っ て い る の か も 知 れ な い。 ま た 彼 ら は、
mRNA前駆 体 が な く て もU2,U4,U5,U6が複 合 体 を つ く り う る こ と を 示 し(図4)
、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム の 基 本 骨 格 はsnRNP同 士 の 相 互 作 用 に よ っ て 説 明 で き る
と 考 え て い る(KonarskaとSharp,1988)。
)ス ラ""こ おATP・ こっ い
ス プ ラ イ シ ン グ に はATPが 必 要 で あ る。 ス プ ラ イ ス ソ ー ム 形 成 にATPが 必
要 で あ る こ と は 前 に も 述 べ た。 ス プ ラ イ ス ソ ー ム が 形 成 さ れ な い こ と に は そ

















図4.ス プ ラ イ ス ソ ー ム の 形 成 経 路.
こ の 図 はKonarskaとSharpの二 っ の 論 文(KonarskaとSharp,1987;Konarska
とSharp,1988)から 引 用 し た。 両 ス プ ラ イ ス 部 位 がU1とU5(?)に よ っ て 認 識
さ れ た 後、U2が ブ ラ ン チ 部 位 に 結 合 し、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム の 前 駆 体(comple
xA)が 形 成 さ れ る。 次 に こ の 前 駆 体 に、 あ ら か じ め 複 合 体 を 形 成 し て い る
U5,U4/U6が結 合 し、U2,U5,U4/U6を含 む ス プ ラ イ ス ソ ー ム(complexB)が
形 成 さ れ る。 し か し、 反 応 中 間 体 が 含 ま れ る ス プ ラ イ ス ソ ー ム(complexC)
で は、U4RNAが 既 に 解 離 し て い る。 ま た 彼 ら は、mRNA前 駆 体 が な く て もU2,U
4,U5,U6が複 合 体 を つ く り う る こ と を 示 し、 ス プ ラ ィ ス ソ ー ム の 基 本 骨 格 は
snRNP同 士 の 相 互 作 用 に よ っ て 説 明 で き る と 考 え て い る。
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の 必 要 性 を調 べ る こ と は 困 難 で あ っ た。 こ れ を 調 べ る ため に は、 ス プ ラ イ ス
ソ ー ム 形 成、 第 一 段 階、 第 二 段 階 の3っ を 独 立 に 調 べ る こ との で き る 系 を つ
くる こ とが 必 要 で あ っ た。Savaらは、 熱 処 理 し た 抽 出 液 で は 第 二 段 階 に 必 要
な 因 子(SF3)が 失 活 す る た め に反 応 の 第 一 段 階 しか 起 こ ら な い と い う以 前
の 発 見(KrainerとHaniatis,1985)を利 用 し て、 反 応 の 第 二 段 階 にATPが 必
要 で あ る こ と を 明 確 に示 し た(Sawaら,1988)。ま た、Abmayrらは、 抽 出 液
を2.5mMEDTAで前 処 理 す る とス プ ラ イ ス ソ ー ム は 形 成 さ れ るが 反 応 は 全 く起
こ らな くな る こ と を 利 用 し て、 反 応 の 第 一 段 階 に もATPが 必 要 で あ る こ と を
明 らか に し た(Ab皿ayrら,1988)。こ れ ら諸 段 階 に お け るATPの 役 割 は 明 か
で は な い。
今 まで に発 見 さ れ た す べ て の 核 酸 連 結 酵 素(1igase)はエ ネ ル ギ ー を 要 求
す る。
後 述 す る よ う に、tRNAスプ ラ イ シ ン グ に 関 与 す るRNAligaseもこ の 例 外 で は
な い。 しか し、 前 述 した よ う にmRNAスプ ラ イ シ ン グ 反 応 は セ ル フ ス プ ラ イ シ ー
ン グ イ ン トロ ン(後 述)と 同 様 に、 二 段 階 の エ ス テ ル 交 換 反 応 に よ っ て 進 行
す る可 能 性 が 高 い。 とす る と反 応 そ の も の に は エ ネ ル ギ ー は 必 要 な い と い う
こ と に な る。 で は、 これ ら のATPは 何 の た め に消 費 さ れ る の で あ ろ うか。 考
え られ る可 能 性 を列 挙 し て み よ う。
1.ス プ ラ イ ス ソー ム 形 成 にお い て、 前 述 の よ う に、ATPはmRNA前駆 体 の 二
次 構 造 の 解 きほ ぐ し 反 応 に使 わ れ る。 こ れ に関 し て は、 若 干 の 実 験 的 根 拠 が
あ る こ とは 前 に 述 べ た(Wollenzienら,1987)。
2.ス プ ラ イ シ ング 因 子 が 集 合 あ る い は 解 離 す る ため に何 らか の 蛋 白 の リ ン
酸 化 が 起 こ る必 要 が あ るの か も知 れ な い。 反 応 そ の もの に っ い て も蛋 白 の リ
ン酸 化 が 反 応 の 引 金 に な っ て い る可 能 性 が あ る。
3.ATPの 分 解 に よ り、ATPを 結 合 し て い る あ る 因 子 が 構 造 変 換 を起 こ し、
そ れ が スプ ラ イ シ ン グ 因 子 の 集 合 や 反 応 の 引 金 を 司 る。
4.mRNAスプ ラ イ シ ング 反 応 は よ く似 た 二 っ の エ ス テ ル 交 換 反 応 に よ っ て 進
行 す る の で、 二 っ の 反 応 と も 同 一 の 活 性 部 位 で 起 こ る可 能 性 が 高 い。 他 方、
この 二 っ の 反 応 の 起 こ るmRNA前駆 体 上 の 場 所 は、 第 一 段 階 は ブ ラ ンチ 部 位、
第 二 段 階 は3'ス プ ラ イ ス 部 位 と考 え られ、 両 者 は 近 傍 と は い え数 十 ヌ ク レ
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オ チ ド隔 た っ て い る。 とす る と、 反 応 の 第 一 段 階 が 終 わ っ た 後、 第 二 段 階 の
反 応 が 起 こ る た め に は、 反 応 の 活 性 中 心 とmRNA前駆 体 が 相 対 的 に 数 十 ヌ ク レ
オ チ ド移 動 し な け れ ば な ら な い。 お そ ら くス プ ラ イ ス ソー ム 自身 の 構 造 が ゆ
が む こ と に よ っ て 活 性 中 心 の 移 動 が 行 わ れ る の で あ ろ うが、 ス プ ラ イ ス ソー
ムがmRNA前駆 体 上 を 短 距 離 だ け ス ラ イ ドす る こ と も考 え ら れ る。 この よ うな
こ と にATPの エ ネ ル ギ ー が 使 わ れ る の か も 知 れ な い。
こ れ ら可 能 性 は 相 互 に排 除 す る も の で は な く重 複 し う る も の で あ る。 どれ
が 正 しい の か、 ま た は、 す べ て 間 違 っ て い る の か、 を 検 証 す る の は 今 後 の 課
題 で あ る。
hスvス 、の'こ'二 つ の ・
ス プ ラ イ ス 部 位 の 認 識 に は、 大 き く分 け て 二 っ の 問 題 が あ る と思 わ れ る。
既 に 述 べ た よ う に、 スプ ラ ィ ス 部 位 の 配 列 に は か な りの あ い ま い さが 許 され
て い る。 だ か ら、 ス プ ラ イ ス 部 位 と な り う る塩 基 配 列 は、 実 際 の ス プ ラ イ ス
部 位 以 外 に イ ン トロ ン中 に も エ キ ソ ン中 に も 数 多 く出 現 す る。 こ の 様 な 偽 り
の スプ ラ イ ス 部 位 と真 の ス プ ラ イ ス 部 位 は ど の よ う に し て 区別 さ れ て い る の
だ ろ う か。 こ れ が 第 一 の 問 題 で あ る。 一 っ の 考 え方 は、mRNA前駆 体 の 二 次 構
造 等 に よ っ て 特 定 の スプ ラ イ ス 部 位 だ け が 使 わ れ る と い う 考 え方 で あ る。So
lnickは、 安 定 な ヘ ア ピ ン ル ー プ の 中 に あ る スプ ラ イ ス 部 位 は し ば しば 無 視
さ れ る こ とを 示 し た(Solnick,1985b)。しか し、 偽 りの ス プ ラ イ ス 部 位 が
す べ て 安 定 な ヘ ア ピ ン ル ー プ の 中 に 存 在 す る と は 考 え に く い。 も う一 っ の 考
え方 は、 ス プ ラ イ ス 部 位 周 辺 の 配 列 の 今 ま で に 認 識 さ れ て い な い よ うな 特 徴
力!、重 要 で あ る と い う考 え 方 で あ る。ReedとManiatisは、 ス プ ラ イ ス 部 位 の
認 識 に、 そ の 近 傍 の エ キ ソ ン配 列 が 重 要 で あ る と い う実 験 結 果 を 示 し た(Re
edとHaniatis,1986)。しか し、 エ キ ソ ン 配 列 中 の ど の 様 な 構 造 的 特 徴 が 重
要 で あ る か を 同 定 す る こ と は も ち ろ ん 示 唆 す る こ とす らで きな か っ た し、 ヒ
トβ 一 グ ロ ビ ン遺 伝 子 の エ キ ソ ン配 列 を そ れ と非 常 に相 同 性 の 高 い マ ウ ス の
エ キ ソ ン配 列 と置 き換 え て も、 う ま く働 か な い と い う新 た な パ ズ ル を 生 む こ
と に な っ た。 真 の スプ ラ イ ス 部 位 を 変 異 に よ っ て 破 壊 す る と潜 在 的 な ス プ ラ
イ ス 部 位 が 活 性fζ さ れ る と い う 例 も 多 い(Padgettらの 総 説 ・1986;Greenの
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総 説,1986)。 こ の こ とか ら考 え る と、 真 の ス プ ラ イ ス部 位 と言 っ て も 絶 対
的 な も の で は な く複 数 の 潜 在 的 ス プ ラ イ ス 部 位 の 間 の 競 合 に よ っ て スプ ラ イ
ス 部 位 が 選 ば れ る と考 え る の が 正 し い の で あ ろ う。 こ の ス プ ラ イ ス 部 位 問 の
競 合 と い う問 題 は 次 の 第 二 の 問 題 と も関 連 して い る と思 わ れ る の で、 次 に第
二 の 問 題 に 進 む こ と に し よ う。
多 くの 高 等 真 核 生 物 の 遺 伝 子 は 二 っ 以 上 の イ ン トロ ン を 持 っ て い る。 例 え
ば コ ラ ー ゲ ン遺 伝 子 は50個 以 上 も の イ ン トロ ン に よ っ て 分 断 さ れ て い る。
こ の 様 な 遺 伝 子 に お い て は 両 ス プ ラ イ ス 部 位 が50個 ず っ 存 在 す るが、5'
ス プ ラ イ ス 部 位 と3'ス プ ラ イ ス部 位 の 正 しい 組 合 せ を 保 証 す る 機 構 が な け
れ ば、 ど れ か の エ キ ソ ンが 除 去 さ れ て し ま い(エ キ ソ ンジ ャ ンプ)、 正 しい
mRNAがで きな くな っ て し ま う。 スプ ラ イ シ ン グ は 両 ス プ ラ イ ス 部 位 間 で ラ ン
ダ ム に 起 こ り、 そ れ に よ っ て 生 じ た 多 種 類 のmRNAの中 か ら正 し いmRNAだけが
使 わ れ る と い う考 え方 が 誤 りで あ る こ と は、 正 しいmRNAの生 じ る 確 率 を計 算
して み る とす ぐに 分 か る。n個 の イ ン トロ ンを 持 っmRNA前駆 体 か ら正 し い皿R
NAが生 じ る確 率 を 考 え て み よ う。 エ キ ソ ン ジ ャ ンプ が ラ ンダ ム に 起 こ る とす
る と生 成 す るmRNAの種 類 の 数 は、 両 端 の 二 っ の エ キ ソ ン を 除 くn-1個 の エ
キ ソ ン が0個 か らn-1個 ま で ス キ ッ プ さ れ る 場 合 の 数 を 合 計 し た もの で あ
る。 正 しいmRNAはそ の 内 の 一 種 類 だ けで あ る か ら、 正 しいmRNAの生 じ る 確 率
は、
P(n)=1/k.eΣn-1n-!Ck
で あ る。n=50の と きはP(50)=2×10-15と な り、 限 りな く0に
近 い。 ま た、 実 際、 後 述 す る よ う にinvitro系に お い て も エ キ ソ ンジ ャ ンプ
は 通 常 の 状 態 で は 起 こ らな い こ とが 分 か っ て い る(Solnick,1985b;Ohnoら,
1987)。どの よ う に し て 両 ス プ ラ イ ス部 位 の 正 し い 組 合 せ が 選 択 さ れ る の か
と い う の が 第 二 の 問 題 で あ る。 こ の 機 構 を 説 明 し よ う と す る モ デ ル が い くっ
か 考 え ら れ た。 こ れ らの モ デ ル は 大 き く三 つ の カ テ ゴ リー に分 け られ る。 一
っ め は、 最 も 単 純 な モ デ ル で あ る。 ス プ ラ イ シ ング 反 応 そ の も の が も と も と
決 ま っ た ス プ ラ イ ス 部 位 の 組 同 士 で し か 起 こ り え な い と考 え る の で あ る(Sh
arp,1981)。しか し、ChuとSharpは、SV40の初 期 遺 伝 子 の 第 一 エ キ ソ ン と、
マ ウ ス β 一グ ロ ビ ン遺 伝 子 の 第 三 エ キ ソ ン を 持 っ キ メ ラ 遺 伝 子 が 細 胞 内 で 正
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確 に ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け る こ と を 示 し、 異 な る イ ン トロ ン に 由 来 す る ス プ
ラ イ ス 部 位 同 士 がco叩atibleであ る こ と を 明 か に し て、 こ の モ デ ル を 否 定 し
た(ChuとSharp,1981)。 二 っ め は、 ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 は 基 本 的 に は ど の
5'と3'ス プ ラ イ ス 部 位 の 組 で も 起 こ り う る が 、RNAの 二 次 構 造 に よ っ て
正 し い 組 が 決 め ら れ る と い う モ デ ル で あ る。Trapne11らは、 イ ン トロ ン が 安
定 な 二 次 構 造 を 取 る こ と に よ っ て 正 し い ス プ ラ イ ス 部 位 同 士 が 近 傍 に 保 持 さ
れ る と い う モ デ ル を 提 示 し た(Trapne11ら,1980)。 ま た、 筆 者 は、 δ 一 ク
リ ス タ リ ン 遺 伝 子 の エ キ ソ ン 配 列 の3'部 分 と そ の す ぐ 下 流 の イ ン トロ ン の
3'付 近 の 配 列 が 相 補 的 で あ る こ と に 注 目 し(図5)、 こ れ ら の 相 補 性 が ス
プ ラ イ ス 部 位 の 正 し い 組 合 せ を 決 定 し て い る と い う モ デ ル を 考 え た(Ohnoら
,1985)。 変 わ っ た モ デ ル と し て は、 ピ ス トン 遺 伝 子 に は イ ン トロ ン が な い
こ と と ピ ス ト ンmRNAには ポ リ(A)配 列 が 付 加 さ れ な い こ と の 関 連 性 に 着 目 し
て、 両 ス プ ラ イ ス 部 位 付 近 の 配 列 と ポ リ(A)配 列 が 安 定 なRNA三 重 鎖 を 形 成
す る こ と に よ っ て 正 し い ス プ ラ イ ス 部 位 の 組 が 選 択 さ れ る と い う モ デ ル(図
6)も あ る(Binaら,1980)。 し か し、 こ れ ら の 二 次 構 造 モ デ ル は い ず れ も
実 験 的 根 拠 は一全 く な い。 第 三 の カ テ ゴ リー は、 最 も 魅 力 的 なscanning皿odel
で あ る(Lewin,1980;Sharp,1981)。こ の モ デ ル で は、 例 え ば ま ず5'ス プ
ラ ィ ス 部 位 が 認 識 さ れ た 後 、 あ る 因 子 が イ ン トロ ン 配 列 上 を3'に 向 け て ス
キ ャ ン し て 行 き、 一 番 近 い3'ス プ ラ イ ス 部 位 を 捜 し 出 す と い う よ う な 機 構
を 想 定 す る の で あ る。 こ の モ デ ル を 実 験 的 に 検 証 し よ う と い う 試 み が い く っ
か 行 わ れ た。LangとSpritzは、 ヒ ト γ 一 グ ロ ビ ン 遺 伝 子 の イ ン トロ ン の5'
ス プ ラ イ ス 部 位 あ る い は3'ス プ ラ イ ス 部 位 を 重 複 さ せ た 場 合 ど ち ら の ス プ
ラ ィ ス 部 位 が 選 択 さ れ る か を 調 べ た と こ ろ、 常 に 最 も 近 傍 の ス プ ラ イ ス 部 位
の 組 が 選 ば れ る こ と か ら、scanning皿ode1は正 し い と 考 え た(LangとSpritz
,1983)。 し か し、Kuhneら は、 ウ サ ギ β 一 グ ロ ビ ン 遺 伝 子 を 用 い て 同 様 の
実 験 を 行 い、 必 ず し も 近 傍 の ス プ ラ イ ス 部 位 の 組 が 選 ば れ る わ け で は な い と
い うscanning皿odelに反 す る 結 果 を 得 た(Kuhneら,1983)。 そ の 後、Reedと
Haniatisは、invitro系 を 用 い て ス プ ラ イ ス 部 位 の 重 複 実 験 を 詳 細 に 行 い、
上 述 し た 矛 盾 す る 二 つ の 実 験 結 果 を 統 一 す る こ と に 成 功 し た(ReedとManiat











図5.δ 一 ク リ ス タ リ ン 遺 伝 子 に み ら れ る エ キ ソ ン ・ イ ン ト ロ ン 間 の 相 補 性
(Ohnoら,1985)
エ キ ソ ン め3'末 端 部 の 配 列 と す ぐ 下 流 の イ ン ト ロ ン の3'末 端 部 の 配 列 の
間 に 相 補 性 が み ら れ る。 相 補 性 が 最 も 顕 著 な エ キ ソ ン5と イ ン ト ロ ンE間 、
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図6.ポ リA配 列 がmRNAスプ ラ イ シ ング に 関 与 す る とい うモ デ ル(Binaら,
1980).
ポ リA配 列 と 両 ス ブ ラ イ ス 部 位 付 近 の 配 列 が、 安 定 なRNA三 重 鎖 を 形 成 し、
両 スプ ラ イ ス 部 位 を 近 傍 に 保 持 す る とい うモ デ ル.ニ ワ トリオ ボ ア ル ブ ミ ン
遺 伝 子 の6個 の イ ン トロ ン(イ ン トロ ンB-G)の 例 を 示 す。D及 びAは そ
れ ぞ れ、5'及 び3'ス プ ラ イ ス 部 位 を 表 し て い る。
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性"と い う二 っ の 要 素 で ス プ ラ イ ス 部 位 が 選 択 さ れ る と考 え た。 す な わ ち、
同 じ強 さ の ス プ ラ ィ ス 部 位 が 重 複 し て い る 場 合 は、 近 傍 の スプ ラ イ ス 部 位 が
選 択 さ れ るが、 近 傍 の ス プ ラ イ ス 部 位 が 弱 く遠 方 の ス プ ラ イ ス部 位 が 強 い 場
合 は、 遠 方 が 選 択 さ れ る こ と も あ る。"ス プ ラ イ ス 部 位 の 強 さ"は スプ ラ イ
ス 部 位 そ の も の の 配 列 だ け で な く、 隣 接 す る エ キ ソ ンの 配 列 の 量 に よ っ て 決
ま る。LangとSpritzの場 合 は、 重 複 させ た ス プ ラ イ ス部 位 が 充 分 量 の エ キ ソ
ン 配 列 を持 っ て い た の で 常 に 近 傍 の スプ ラ イ ス 部 位 の 組 が 選 ば れ たが、Kuhn
eら の 場 合 は 近 い 方 の スプ ラ イ ス部 位 の エ キ ソ ン配 列 の 量 が 充 分 で は な か っ
たの で、 そ の ス プ ラ イ ス 部 位 は 無 視 さ れ 遠 方 の ス プ ラ イ ス 部 位 が 選 ば れ た と
考 え る の で あ る。 こ の よ う に考 え る と こ れ らの 実 験 結 果 は す べ てscanning皿
ode1と矛 盾 し な い。 こ の モ デ ル に お い て は ス プ ラ イ ス 部 位 の 選 択 に お け る 二
つ の 問 題 が ど ち ら も 説 明 さ れ て い る と い う 点 で 画 期 的 な モ デ ル で あ る と思 わ
れ るが、 エ キ ソ ン配 列 の 特 徴 と は 一 体 何 な の か 等、 不 明 な 点 も あ る。Solnic
kは 、scanningmode1に関 連 して、 イ ン トロ ン 内 をRNA鎖 に沿 っ て 移 動 す る
(introntrackin9)因子 が あ る か ど う か を 次 の よ うな 方 法 で 調 べ た。 彼 は、
イ ン トロ ンの 中央 部 に た っ た ひ とっ のC残 基 し か 含 ま な い よ うなmRNA前駆 体
の 鋳 型 を 人 工 的 に 作 成 し、 こ の 鋳 型 を 用 い て ピオ チ ン化CTP存 在 下 で 転 写
反 応 を 行 う こ と に よ り、 イ ン トロ ン の 中 央 部 に た っ たひ と っ の ビ オ チ ン 化C
残 基 を 含 む 皿RNA前駆 体 を 調 製 し た。 こ のmRNA前駆 体 のC残 基 の と こ ろ に ビオ
チ ン ー ア ビ ジ ン複 合 体 を形 成 させ る と、 逆 転 写 酵 素 は こ の 位 置 で ス トッ プ す
る に も か か わ らず スプ ラ イ シ ング は 阻 害 さ れ な か っ た(Solnick,1987)。こ
の 結 果 は、RNA鎖 に 沿 っ て のintrontracking因子 の 存 在 を 強 く否 定 す る も
の で あ る。 こ の よ う に 第 二 の 問 題 に っ い て も、 明 解 な モ デ ル は 今 の 所 な い と
言 わ ざ る を 得 な い。
iAlternativeSlicinTransSllcln
上 述 の よ う に 如 何 な る機 構 が 関 与 し て い る か は 不 明 で あ るが、 複 数 の イ ン
トロ ン を 持 っmRNA前駆 体 に お い て は、 隣 合 わ な い エ キ ソ ン同 士 が 途 中 の エ キ
ソ ン を ス キ ッ プ して 連 結 し て し ま う よ うな(エ キ ソ ン ジ ャ ンプ)こ とは、 通
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図7.PPTmRNA前 駆 体 のalternativesplicing(Nawaら,1984).
SP及 びSKは 、 そ れ ぞ れ サ ブ ス タ ン スPと サ ブ ス タ ン スKを コ ー ドす る エ
キ ソ ン を 表 し て い る。 甲 状 腺 や 小 腸 で は 正 常 な ス プ ラ イ シ ン グ が 起 こ り β 一
PPTmRNAが 産 生 さ れ る の に 対 し て、 神 経 系 で はSKエ キ ソ ン が ス キ ッ・プ さ









図8.墜 一splicingで生 じ る ラ リ ア ッ ト型 イ ン ト ロ ン とTrans-splicingで生
じ るY字 型 イ ン ト ロ ン、
こ の 図 はBlumenthalとThomasの 総 説(1988)か ら 引 用 し た 。
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産 物 の 多 様 性 を 増 し て い る 遺 伝 子 も 多 数 あ る。 例 え ば 、 サ ブ ス タ ン スPや サ
ブ ス タ ン スK等 の 神 経 ペ プ チ ド を コ ー ドす る 牛 の プ レプ ロ タ キ キ ニ ン(PPT)
遺 伝 子 で は、 サ ブ ス タ ン スKを コ ー ドす る6番 目 の エ キ ソ ン を ス キ ッ プ す る
か ど う か で 、 図7の 様 に 二 種 類 のmRNAを 産 生 す る(Nawaら,1984)。 し か も、
こ の 二 種 類 のmRNAの 産 生 は、 組 織 特 異 的 な 調 節 を 受 け て い て、 甲 状 腺 や 小 腸
で は、 ほ と ん ど のmRNA前駆 体 が エ キ ソ ン ジ ャ ン プ を 起 こ す こ と な く 正 常 に ス
プ ラ イ シ ン グ さ れ る の に 対 し て、 神 経 系 で は、 エ キ ソ ン ジ ャ ン プ を 起 こ す 割
合 の 方 が 多 く な る。PPT遺 伝 子 の 他 に も、 異 な る 組 織 や 発 生 段 階 で、 異 な る
ス プ ラ イ ス 部 位 が 選 択 さ れ、1っ の 遺 伝 子 か ら 複 数 種 のmRNAが産 生 さ れ る 例
(alternativesplicing)が多 数 報 告 さ れ て い る(LeffとRosenfeldの総 説,
1986)。極 端 な 例 と し て、 トロ ポ ニ ン 丁 遺 伝 子 の 場 合 は、1っ の 遺 伝 子 か ら
10-64種 類 も のmRNAが生 じ る こ と が 分 か っ て い る。 β 一 グ ロ ビ ンmRNA前
駆 体 に 特 定 の 二 次 構 造 を と ら せ る よ う に 塩 基 配 列 を 改 変 さ せ る と、invitro
に お い て もinvivoに お い て も エ キ ソ ン ジ ャ ン プ が 起 こ る 事 が 示 さ れ て い る
(Solnick,1985b)。alternativesplicingの機 構 に っ い て は、 現 在 の と こ
ろ 明 か で は な い が 、mRNA前 駆 体 の 二 次 構 造 が 重 要 な 要 素 で あ る か も し れ な い。
通 常 のmRNAスプ ラ イ シ ン グ 反 応 は、 一 続 き の 連 続 し たmRNA前駆 体 上 で 起 こ
る と 考 え ら れ る が 、 別 々 のRNA上 に あ る エ キ ソ ン 同 士 が ス プ ラ イ シ ン グ 機 構
に よ っ て 連 結 さ れ てmRNAを生 じ る と い う 現 象(transsplicing)が 知 ら れ て
い る。 こ の 現 象 は 最 初、 ト リ パ ノ ソ ー マ と い う 原 生 動 物 で 発 見 さ れ た。 ト リ
パ ノ ソ ー マ の 全 て のmRNAの5'末 端 部 に は、 共 通 の35ヌ ク レ オ チ ドの 配 列
(SL)が 存 在 す る。 こ のSL配 列 はmRNA本体 と は 別 に、 そ の5'端 にSLを 含 む
135ヌ ク レ オ チ ド のRNAと し て 転 写 さ れ、 後 でtranssplicingによ っ て 皿R
NA本体 に 連 結 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た(VanderPloegの 総 説,1986;Mu
rphyら,1986,SuttonとBoothroyd,1986)。こ の こ と の 強 い 根 拠 と な っ た の
は、 通 常 の ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 の 産 物 で あ る ラ リ ア ッ ト型 イ ン トロ ン の 代 わ
り に、Y字 型 のRNAが 同 定 さ れ た こ と で あ る(図8)。 最 近 、 線 虫C.elega
nsにお い て もtranssplicingがあ る こ と が 分 か り、 そ の 機 構 が 注 目 を 集 め 始
め た(BlumenthalとTho皿asの総 説,1988)。 ご く 最 近 、C.elegansのSLRNA
がtrimethylguanosineのキ ャ ッ プ 構 造 を 持 ち 、 細 胞 内 でsnRNP(SLsnRNP)と
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し て 存 在 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た(Thomasら,1988;Bruzikら,1988)。
こ のSLsnRNPは お そ ら く、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム の 中 に お い て、 通 常 の ス プ ラ イ
シ ン グ に お け るUlsnRNPの か わ り を 務 め る こ と に よ っ て、 自 ら を 基 質 に し た
transsplicing反応 に 関 与 す る の で あ ろ う。 ト リ パ ノ ソ ー マ のSLRNAの キ ャ
ッ プ 構 造 はtrimethylGで は な くm7Gで あ る が(SuttonとBoothr。yd,1988)、
こ のSLも 蛋 白 と 複 合 体 を 形 成 し て い てRNPと し て 存 在 す る ら し い(B1umenth
alとThomasの総 説,1988)。 こ の 様 なtranssplicingが、 高 等 生 物 に お い て
も 存 在 す る か ど う か は 疑 問 で あ る が、HeLa細 胞 核 抽 出 液 中 で も、 通 常 のmRNA
前 駆 体 を イ ン トロ ン の ま ん 中 で 切 断 し た よ う な 二 っ のRNA分 子 が、 低 い 効 率
な が らtranssplicingする こ と が 分 か っ た。 ま た、 二 っ のRNA分 子 を 接 着 さ
せ る よ う な 相 補 的 配 列 を イ ン トロ ン の 中 に 導 入 す る と、transsplicingの効
率 が 高 ま る こ とが 示 さ れ た(Solnick,1985a;Konarskaら,1985)。
j)tRNAの ス プ ラ イ シ ン グ
真 核 生 物 の 核 のtRNA遺伝 子 の 多 く に は、 ア ン チ コ ド ン の 一 塩 基 下 流 の 位 置
に 短 い イ ン トロ ン が 存 在 す る。 こ れ ら のtRNAの イ ン トロ ン の 除 去 は、 今 ま で
述 べ て き た 皿RNAスプ ラ イ シ ン グ と は 全 く 異 な り、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ と リガ
ー ゼ が 関 与 す る 比 較 的 分 か りや す い 酵 素 反 応 に よ り 行 わ れ る(Padgettら の
総 説,1986)。tRNAの ス プ ラ イ シ ン グ は、mRNAス ブ ラ イ シ ン グ と 異 な り、 ス
プ ラ ィ ス ソ ー ム の 様 な 巨 大 な 複 合 体 中 で 起 こ る わ け で は な い。 こ の こ と は、
tRNAスプ ラ イ シ ン グ に お い て は、 イ ン ト ロ ン に よ っ て 分 断 さ れ て い る 二 っ の
tRNA部分 が 塩 基 対 合 に よ っ て 安 定 なtRNA構造 を と る こ と が で き る の で 、 両 ス
プ ラ ィ ス 部 位 の 切 断 が 起 こ り イ ン トロ ン が 除 去 さ れ る 際 に、 両 エ キ ソ ン を 近
傍 に 保 持 す る 機 構 を 考 え る 必 要 が な い こ と と 関 係 が あ る と 思 わ れ る。
二 つ の 異 な るtRNAスプ ラ イ シ ン グ 反 応 が 知 ら れ て い る。 一 つ は 酵 母 や 小 麦
の タ イ プ 、 も う 一 っ はHeLa細胞 の タ イ プ で あ る(図9)。 ど ち ら の タ イ プ も
最 初 の 反 応 は 同 じ で、 両 方 の ス プ ラ イ ス 部 位 が エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て
切 断 さ れ イ ン ト ロ ン が 除 去 さ れ る。 酵 母 や ム ギ で は、 ヌ ク レ ア ー ゼ は 左 側 の
ス プ ラ イ ス 部 位 の ヌ ク レ オ チ ドに サ イ ク リ ッ ク リ ン 酸 基 を 残 す 。 こ れ が サ イ
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図9.tRNAス プ ラ イ シ ン グ の 反 応 経 路.
ス プ ラ ィ ス部 位 の リ ン酸 基 は、 酵 母 や 小 麦 で はATPか ら 由 来 す るが、HeLa
細 胞 で は前 駆 体 に も と も と あ っ た も の で あ る。
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側 の ヌ ク レオ チ ドは5'-OH基 を 持 っ て い るがtこ れ がATPを リ ン酸 源 に
して キ ナ ー ゼ の 作 用 に よ り5'-Pに 変 換 され る。 そ し て、3'-OH基 と
5'-P基 がRNAリ ガ ー ゼ に よ り連 結 さ れ る。 こ れ に対 し て、HeLa細胞 に お
い て は、 エ ン ドヌ ク レア ー ゼ が3'-Pと5'-0且 基 を 生 じ る。 シ ク ラ ー
ゼ がATPを 分 解 して、 高 エ ネ ル ギ ー の2'。3'サ イ ク リ ッ ク リ ン酸 を 産 生
し、 そ れ が5'-OH基 と 反 応 して 二 っ の エ キ ソ ンが 連 結 さ れ る。 こ の 両 者
の スプ ラ イ シ ング 反 応 の 違 い は、2'-3'サ イ ク リッ ク リ ン酸 基 と5'-
OH基 を 連 結 す る活 性 の あ る珍 しいRNAリ ガ ー ゼ を 持 っ て い るか い な い か の
違 い に帰 す る こ とが で き る。 こ れ らの 反 応 中 の エ ン ドヌ ク レア ー ゼ 以 外 の 酵
素 活 性 は、 す べ てRNAリ ガ ー ゼ の 単 一 ペ プ チ ドに 担 わ れ て い る こ とが 分 か っ
て い る。
k)Self-Splicin9
ミ トコ ン ド リア に は 多 く の イ ン トロ ンが 存 在 す る が、 そ れ らは イ ン トロ ン
内 の 塩 基 配 列 や 二 次 構 造 等 の 共 通 性 に よ っ て二 っ の グ ル ー プ に分 類 さ れ て い
る。 こ れ らグ ル ー プ1お よび グ ル ー プIIイ ン トロ ンの 構 造 的 特 徴 は こ こ で は
省 略 す る が、 こ れ ら の イ ン トロ ンの あ る も の は、 イ ン トロ ン 自 体 に 担 わ れ て
い る酵 素 活 性 に よ っ て セ ル フ ス プ ラ イ シ ン グ す る こ とが 知 られ て い る。 グ ル
ー プ1お よび グ ル ー プIIイ ン トロ ン の セ ル フ スプ ラ イ シ ン グ 経 路 を 図10に
示 し た。 ど ち らの ス プ ラ イ シ ング も 二 っ の エ ス テ ル 交 換 反 応 か ら成 っ て い る
が、 若 干 の 違 いが み られ る。 グ ル ー プ1イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ン グ は グ ア
ノ シ ン を要 求 す る。 そ の 反 応 経 路 は、 まず グ ア ノ シ ンの3'-OH基 が 求 核
的 に5'ス プ ラ イ ス 部 位 を 攻 撃 ・切 断 し、 グ ア ノ シ ンは イ ン トロ ン5'端 に
付 加 さ れ る。 次 に5'エ キ ソ ンの3'-OH基 が3'ス プ ラ イ ス 部 位 を 攻 撃
し、 エ キ ソ ン の 連 結 とイ ン トロ ン の 切 り 出 しが 起 こ るの で あ る。 こ れ に 対 し
て、 グ ル ー プIIイ ン トロ ン の スプ ラ イ シ ン グ の 場 合 は、 グ ア ノ シ ン は 必 要 な
く、 外 来 の グ ア ノ シ ンの3'-OH基 の か わ り に、 イ ン トロ ン 内 の3'ス プ
ラ イ ス 部 位 近 傍 のA残 基 の2'-OH基 が5'ス プ ラ イ ス 部 位 を 攻 撃 し、 ラ
リ ア ッ ト構 造 を 形 成 す る と こ ろが 異 な っ て い る(図10)。 グ ル ー プIIの ス















図10.グ ル ー プ1イ ン トロ ン と グ ル ー プIIイ ン トロ ン のSelf-Splicing経
路 の 比 較.
こ の 図 は、Sharpの 総 説(1987)よ り 引 用 し た。 ど ち ら の 反 応 も 二 段 階 の エ
ス テ ル 交 換 反 応 か ら 成 っ て い る が、 ス テ ッ プ1の 反 応 の 求 核 的 攻 撃 体(nucl
eofile)が、 外 来 の グ ア ノ シ ン で あ る か(グ ル ー プ1)、 あ る い は イ ン トロ
ン 内 部 の ア デ ノ シ ン 残 基 で あ る か(グ ル ー プII)と い う 点 が 異 な っ て い る。
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似 て い る、 と い う よ り も、 全 く 同 一 で あ る こ と に 驚 か さ れ る。mRNAの イ ン ト
ロ ン の 進 化 的 原 型 が グ ル ー プIIイ ン トロ ン で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る(Ce
chの総 説,1986)。 他 方、 酵 母 ミ トコ ン ド リ ア のrRNAの イ ン ト ロ ン は、 グ ル
ー プ1の 特 徴 を 持 っ て い る が 、 ラ リ ア ッ ト構 造 を っ く る こ とが 報 告 さ れ て い
る(Arnbergら,1986)。こ の こ と か ら 考 え て、 グ ル ー プ1イ ン トロ ン と グ ル
ー プIIイ ン ト ロ ン も 共 通 の 起 源 を 持 っ 可 能 性 が あ る と 思 わ れ る。
1'ト ロ ン の'.准 ヒ
イ ン トロ ン の 起 源 に っ い て は 大 き く 分 け て 二 っ の 説 が あ る(Greenの 総 説,
1986;Padgettらの 総 説,1986)。 す な わ ち、 生 命 が 生 ま れ た 当 初 か ら イ ン ト
ロ ン は 存 在 し た と い う 説 と、 生 命 が 進 化 す る 過 程 で イ ン トロ ン の 侵 入 が 起 こ
っ た と い う説 で あ る。 こ こ で こ の 二 っ の 説 に つ い て 議 論 し よ う と は 思 わ な い。
し か し、CatalyticRNAの 発 見 が、 生 命 の 起 源 と イ ン トロ ン の 起 源 に 対 す る
新 し い 考 え 方 を 可 能 に し た。 イ ン ト ロ ン の 起 源 と 進 化 に 関 す る 次 の よ う な シ
ナ リ オ 酉 考 え ら れ る。 あ る 時 、 原 始 の ス ー プ 中 で、 ヌ ク レ オ チ ド の ラ ン ダ ム
な 重 合 反 応 に よ り 産 生 さ れ た あ るRNA配 列 が 、RNApoly皿eraseの活 性 を 獲 得
し た。 こ のRNAは 、 自 分 自 身 や 他 のRNAを 鋳 型 と し て 相 補 的 なRNAを 合 成 し、
さ ら に そ れ を 鋳 型 と す る こ と に よ っ て、 ど ん ど ん コ ピ ー 数 を 増 や し 複 製 し て
い っ た。 こ のRNAが 、 も し 回 文 構 造 を し て い た な ら、 複 製 反 応 は 一 段 階 で 済
ん で し ま う は ず で あ る。 こ のRNA配 列 は、 お そ ら く 同 時 に、 自 ら を 含 むRNA
配 列 を 切 り 出 す 酵 素 活 性(Self-Splicing活性)を 獲 得 し た。 実 際 、 グ ル ー
プ1イ ン トロ ン が 、 一 種 のRNApolymerase活性 を 持 ち う る こ と が 示 さ れ て い
る(ZaugとCech,1986)。 こ のRNA配 列 は、 セ ル フ ス プ ラ イ シ ン グ の 逆 反 応
に よ っ て 他 のRNAゲ ノ ム に 侵 入 し て い き、 ど ん ど ん 広 が っ て い っ た。DNAゲ
ノ ム が 登 場 し て か ら は、 こ のRNA配 列 は 逆 転 写 に よ っ てDNA上 に 定 着 し、 そ
れ がgeneconversionによ っ てDNAゲ ノ ム 上 に 広 が っ た。 一 旦 広 が っ た こ の
イ ン トロ ン は、 イ ン トロ ン 内 のhomologousrecombinationによ り、 ど ん ど ん
遺 伝 子 の 数 を 増 や し て い っ た。 こ の 原 始 の イ ン トロ ン は グ ル ー プ1イ ン トロ
ン に 近 い も の で あ っ た が、 次 第 に 進 化 し て 現 在 の グ ル ー プIIイ ン ト ロ ン に 近
い も の を 生 み 出 し た。 グ ル ー プIIイ ン トロ ン の 方 が 新 し い と 考 え た 理 由 は、
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保 存 さ れ て い る塩 基 配 列 が よ り少 な い か ら で あ る。 そ の 後、 グ ル ー プIIイ ン
トロ ンの 酵 素 活 性 を 担 うい くっ か のRNAmotifは次 第 に独 立 し た 小 さ なRNA
に 担 わ れ る よ う に な り、 現 在 の よ う なmRNAのスプ ラ イ シ ン グ 機 構 に進 化 して
き た。 核 のtRNAのイ ン トロ ン お よび そ の ス ブ ラ イ シ ング 機 構 は、 お そ ら く上
の 三 種 類 の イ ン トロ ン とは 全 く独 立 に、 しか も 比 較 的 最 近 に(蛋 白性 の 酵 素
が 充 分 進 化 し て か ら)出 現 し た よ う に 筆 者 に は 思 わ れ る。 イ ン トロ ンの 進 化
と関 連 し て、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム と リボ ソ ー ム の 類 似 性 に 着 目 し て、 蛋 白 合 成
の 概 構 が 皿RNAスプ ラ イ シ ン グ機 構 か ら進 化 し た可 能 性 も論 じ ら れ て い る(Sh
arpの総 説,1987)。
イ ン トロ ンが 長 い 進 化 の 過 程 で 今 まで 維 持 され て き た の は ど の よ うな 理 由
に よ る の だ ろ うか。 一 般 に 次 の よ う な 可 能 性 が 考 え られ て い る(Greenの総
説,1986)。 一 っ め は、 イ ン トロ ン の 中 で 組 換 え が 起 こ る こ と に よ っ て エ キ
ソ ンの 混 ぜ 合 わせ(exon-shuffling)が起 こ り、 遺 伝 子 が 多 様 化 で き る の で、
進 化 の 上 で 有 利 に な る とい う考 え方 で あ る。 こ の 考 え は 最 初Gilbertによ っ
て提 示 さ れ た(Gilbert,1978)。二 っ め は、 ス プ ラ イ シ ン グ 機 構 の 進 化 に よ
り生 じ たalternativesplicingの機 構 の 獲 得 が 多 細 胞 生 物 の 進 化 に必 要 で あ
っ た と い う説 で あ る。 三 っ め は、 イ ン トロ ンが、 例 えば エ ン ハ ン サ ー の よ う
な 調 節 領 域 を 含 ん で い る と い う説 で あ る。 確 か に そ うい う例 も あ るが、 す べ
て の イ ン トロ ン に 当 て は ま る とは 考 え に く い。 四 っ め は、 よ く分 か らな い 理
由 に よ っ て、 イ ン トロ ンが 存 在 す る こ とが 遺 伝 子 発 現 に と っ て重 要 で あ る と
い う考 えで あ る。SV40の初 期 遺 伝 子 や、 ヒ トや ウ サ ギ の β 一グ ロ ビ ン遺 伝 子
の 充 分 な 発 現 に は、 そ れ ら のmRNA前駆 体 が イ ン トロ ン を 持 っ て い る こ とが 重
要 で あ る と言 わ れ て い る(Greenの総 説,1986)。しか し、 この 説 も 一 般 性 が
あ る と は 思 わ れ な い。 こ れ らの 四 っ の 説 で は、 高 等 生 物 に は 何 故 こ れ ほ ど 多
くの イ ン トロ ンが あ るの か を 説 明 で きな い よ う に 筆 者 に は 思 わ れ る。 イ ン ト
ロ ン を 除 去 す る とい う仕 事 は、 実 は 一 般 に 考 え られ て い る 程 細 胞 に と っ て 負
担 で は な い の で、 負 のselectivepressureがそ れ ほ ど強 く な い の か も知 れ な
い。 い ず れ に せ よ、 長 い 進 化 の 過 程 を 経 て き た現 在 で も、 ヒ トを 含 む高 等 生
物 の 遺 伝 子 の 大 部 分 に イ ン トロ ンが 存 在 し、 イ ン トロ ン は 除 か れ な け れ ば な
らな い の で あ る。
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一筆 者 が 皿RNAスプ ラ イ シ ング の 研 究 を 始 め た1985年は、invitroスプ ラ イ シ
ング 系 を 用 い て、 ス プ ラ イ シ ング 反 応 の 生 化 学 が 怒 濤 の よ う な 勢 い で 明 らか
に さ れ て い っ た頃 で あ っ た。 ⊆旦旦 やNature等の 一 流 の 学 術 雑 誌 は、 毎 号、 ス
プ ラ イ シ ング に 関 す る 複 数 の 論 文 で 飾 られ、 そ れ ら論 文 の い くっ か は ほ ぼ 同
じ内 容 で あ っ た り も し た。 こ の 時 点 に お い て は、invitroにお け る 全 て の 研
究 は 一 っ の イ ン トロ ンを 持 っmRNA前駆 体 の スプ ラ イ シ ング に 関 す る も の で あ
っ た。 筆 者 は、 一 っ の 皿RNA前駆 体 上 の 複 数 の イ ン トロ ンが ど の よ う な 様 式 で
除 去 さ れ て い くか に興 味 を 持 っ た。 そ れ まで の ノ ー ザ ンプ ロ ッ ト法 を 用 い た
invivoの解 析 に よ っ て、 複 数 の イ ン トロ ンの 除 去 に は 厳 密 な 順 序 性 は な い
と一 般 に 信 じ られ て い たが(Ryffe1ら,19801Tsaiら,1980)、複 数 の イ ン ト
ロ ンの 除 去 の 詳 細 な キ ネ テ ィ ク ス を 調 べ る に はinvitro系で の 解 析 が 必 要 で
あ る と思 わ れ た。
他 方、 そ の 当 時、mRNA前駆 体 の5'末 端 に 存 在 す るキ ャ ップ 構 造 の ス プ ラ
イ シ ン グ に お け る 役 割 は 明 確 で は な か っ売 。 前 に述 べ た よ う∫に、 キ ャ ップ 構
造 はinvitroスプ ラ イ シ ン グ 反 応3-4倍 程 度 促 進 す る(Krainerら,1984)。
しか し、 キ ャ ッ プ 構 造 はRNAの 安 定 性 を 高 め て い る に過 ぎ な い の か、 あ る い
は ス プ ラ イ シ ング に 積 極 的 に関 与 し て い る の か は 明 ら か で は な か っ た。Kona
rskaらは、HeLaの全 細 胞 抽 出 液 を 用 い た ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 がm7GpppN等の
キ ャ ップ 構 造 類 似 体 に よ っ て 阻 害 さ れ る と い う結 果 を 得 て(Konarskaら,19
84)、 キ ャ ップ 構 造 が ス プ ラ イ シ ング に 関 与 す る と考 え た が、 最 も よ く 使 わ
れ て い るHeLa細胞 核 抽 出液 に お い て は、 キ ャ ップ 構 造 類 似 体 が 反 応 を阻 害 す
る と い う は っ き り し た結 果 は 得 られ な か っ た。(後 ほ ど、EderyとSonenberg
は、 核 抽 出 液 を キ ャ ップ 構 造 類 似 体 で 前 処 理 す る とス プ ラ イ シ ン グ が 阻 害 さ
れ る こ と を示 し た(EderyとSonenberg,1985))。こ れ ら の こ と を踏 ま え て、
筆 者 は、 複 数 の イ ン トロ ン の スプ ラ イ シ ン グ に 対 す る キ ャ ップ 構 造 の 影 響 を
調 べ よ う と考 え た。
そ の 当 時、 我 々 の グ ル ー プ で は、 δ 一 ク リ ス タ リ ン遺 伝 子 由 来 のmRNA前駆
体 とHeLa細胞 核 抽 出 液 を 用 い たinvitroスプ ラ イ シ ング 系 が 坂 本 ら に よ り既
に 開 発 さ れ て お り、 反 応 産 物 の 同 定 も ほ ぼ 完 了 し て い た。 そ こ で、 筆 者 は、
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δ 一 ク リス タ リ ン遺 伝 子 由 来 の 二 っ の イ ン トロ ン を 同 一 分 子 内 に 持 っ 人 工 の
mRNA前駆 体 を 用 い て、 そ の 二 っ の イ ン トロ ン の 除 去 様 式、 お よ び、 そ れ に対
す る キ ャ ップ 構 造 の 影 響 をinvitro系を 用 い て詳 細 に解 析 す る こ と に し た。
-34一
第II童 材 料 と 方 法
一
大 腸 菌RNAポ リ メ ラ ー ゼ は、A19株(RNasel-)か ら、Nakaji皿aらの 報 告(
Nakajimaら,1982)に従 っ てhonogeneity近く ま で 精 製 し た。vacciniaviru
sguanylyltransferaseは、 東 京 大 学 医 科 学 研 究 所 の 水 本 清 久 博 士 か ら 分 与
し て い た だ い た。Hicrococcusのヌ ク レア ー ゼ と プ ロ テ イ ネ ー スKは 、 そ れ
ぞ れ ベ ー リ ン ガ ー ・マ ン ハ イ ム と メ ル ク か ら 購 入 し た。SP6RNAポ リ メ ラ ー
ゼ や 制 限 酵 素 等 の そ の 他 の 酵 素 類 は、 宝 酒 造 か ら 購 入 し た。
32Pで 標 識 さ れ た ヌ ク レオ チ ドは、 ア マ シ ャ ム か ら 購 入 し た。 キ ャ ッ プ 構
造 類 似 体 を 含 む す べ て の 非 標 識 ヌ ク レ オ チ ドは フ ァ ル マ シ ア か ら 購 入 し た。
そ の 他 の 試 薬 類 は、 主 に 和 光 純 薬 と 半 井 化 学 か ら 購 入 し た。
b)プ ラ ス ミ ドの 作 製
プ ラ ス ミ ドpSU2とpSU1は(図11)、 プ ラ ス ミ ドpSE182ある い はpSE181(
Sakamoto,1986)の越II一 込世IIO.6KB断 片 を、pUC19の 錘 ⊥II一ヒ辿
II2.OKB断 片 と 連 結 す る こ と に よ っ て 作 製 し た。
mRNA前駆 体 調 製 の 鋳 型 に 用 い た プ ラ ス ミ ドは 次 の よ う に 作 製 し た。 δ 一 ク
リ ス タ リ ン 遺 伝 子(Ohnoら,1985)の エ キ ソ ン13か ら イ ン トロ ン0ま で を
含 む 堕RI一 堕IIO.8KB断 片 をpSU2ベク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し、 エ キ ソ ヌ ク
レ ア ー ゼ 田 を 用 い た 欠 失 法(Henikoffら,1984)に よ っ て、 エ キ ソ ン13か
ら エ キ ソ ン15ま で を 含 むPδEX13-14-15、 エ キ ソ ン13か ら エ
キ ソ ン14ま で を 含 むPδEX13-14、 お よ び エ キ ソ ン14か ら15ま
で を 含 むPδEX14-15を そ れ ぞ れ 作 製 し た。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド の 塩
基 配 列 等 の 詳 細 は 文 献(Ohnoら,1985;Sakamoto,1986)を 参 照 さ れ た い 。
PδEX14-15・13-14は 、 エ キ ソ ン14か ら15ま で を 含 むHind
III-EcoRI断片 を エ キ ソ ン13か ら14ま で を 含 むHindIII一麺HI断 片 に 連
結 し、pSU2のH坦d工II一麺HI部 位 に 挿 入 す る こ と に よ り 作 製 し た。PδEX
14-15△NはPδEX14-15の イ ン トロ ン の 塾1とSL]tL>tl間の 断 片 を
欠 失 さ せ た も の で あ る。PδEX14-15△N/14-15は 、PδEX
-35一
14-15の エ キ ソ ン14の5'末 端 部 のHind工II部 位 に、 エ キ ソ ン14,
15と イ ン ト ロ ン ムNを 含 む 魍III迅 皿1断 片 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 作 製
し た。pδEX14-15/14-15△Nの 場 合 は、 そ れ と は 逆 にpδE
X14-15△Nに 、 エ キ ソ ン14,15と イ ン トロ ンNを 含 む 断 片 を 挿 入
し た。
c)mRNA前 駆 体 の 調 製
invitro転写 反 応 に 用 い た 鋳 型DNAは 、 上 述 し た プ ラ ス ミ ドを 適 当 な 制 限
酵 素 で 直 鎖 化 す る こ と に よ っ て 調 製 し た。 制 限 酵 素 は、pδEX13-14、
pδEX13-14-15、 及 びpδEX14-15・13-14の 場 合 に
はi泌1を 、pδEX14-15、pδEX14-15△N、pδEX14-
15△N/14-15、 及 びpδEX14-15/14-15△Nの 場 合 は
星皿1を 用 い た。
大 腸 菌RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い たinvitro転写 反 応 は、20μ1の 反 応 系(
鋳 型DNAO.5pmol,大 腸 菌RNAポ リ メ ラ ー ゼ35ng,20mHTris-CIpH7.8,1
0mHMgC12,100mHKC1,0.1mMEDT且,0.lmMDTT,250μMATP,250μMUTP,
25e,uMCTP,125μMGTP)で37℃ 、60分 間 転 写 反 応 を 行 っ た。RNAを 標
識 す る 場 合 に は、[α 一32PIGTP(410ci/mmol)を2-5μ1加 え た。 ま た、
5'末 端 に キ ャ ッ プ 構 造 等 を 形 成 さ せ る 場 合 に は、m7GpppG等 の 適 当 な ジ ヌ
ク レオ チ ドプ ラ イ マ ー を1-2mM加 え た。 転 写 反 応 後 、8M尿 素 を 含 む5Xポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 で 主 要 転 写 産 物 を 精 製 し た。
d.HeL誘 か のS100}シ ョ ン"
薯川 ソ ー ムhihsaltwashv"ヨ'の 妻。
HeLa細胞 は、0.03%グ ル タ ミ ン と5%馬 血 清 を 含 む イ ー グ ルMEM培 地(ニ
ッ ス イ)を 用 い て、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 中 で 培 養 し、 細 胞 濃 度 が4-6x10
5/mlに な っ た らharvestし た。
核 抽 出 液 及 び 細 胞 質S100フ ラ ク シ ョ ン はDignamらの 方 法 に 準 じ て 調 製 し た
(Digna皿ら,1983)が 、 核 抽 出 液 の 調 製 に は 次 の よ う な 変 法 を 採 用 し た。 す
な わ ち、 核 の 沈 澱 か ら 因 子 を 塩 抽 出 す る 際 に、 原 法 の0.42MNaC1のバ ッ フ ァ
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一 の 代 わ り に0 .6MKC1を含 む バ ッ フ ァ ー を 細 胞109個 あ た り1.5m1加 え た。
リ ボ ソ ー ムhighsaltwashフラ ク シ ョ ン は 次 の よ う に し て 調 製 し た。 細 胞
質S100フ ラ ク シ ョ ン を 調 製 す る 際 の、 最 後 の10万Gの 遠 心 で 得 ら れ た 沈 澱
(リ ボ ソ ー ム が 含 ま れ る)を 細 胞109個 あ た り2mlの バ ッ フ ァ ーA(10%
91ycero1,20mMHepes-NaOHpH7.9,0.1mMEDTA,100mMKCI,1mMDTT,
0.2mMAPHSF)にsuspendし、3MKC1を 用 い て0.6MKC1に 調 整 し た。 こ れ
を4℃ で1時 間 ゆ っ く り と 撹 絆 し た 後 、10万Gで1時 間 遠 心 し て 得 ら れ た
上 澄 み 液 を リ ボ ソ ー ムhighsaltNashフ ラ ク シ ョ ン と し た。
e)invitroス プ ラ イ シ ン グ 反 応
invitroスプ ラ イ シ ン グ 反 応 は、50μ1の 反 応 系(HeLa細 胞 核 抽 出 液30
μ1,2.6Zポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル500,20mMク レ ア チ ン リ ン 酸.0.5mMAT
P,2mMMgC12,1unit/μ1RNaseInhibitor,約10fmol(1-3万cpm)のmRNA
前 駆 体)で30℃ で 行 っ た。 所 定 の 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、150μ1の
停 止 バ ッ フ ァ ー(150mMTris-CIpH7.5,18.8mMEDTA,225曲NaCl,1.5
ZSDS)と5μ1の プ ロ テ イ ネ ー スK(20mg/m1)を 加 え る こ と に よ り 反 応
を 停 止 さ せ た。37℃ 、30分 の プ ロ テ イ ネ ー ス 処 理 の 後 、 フ ェ ノ ー ル 処 理
・エ タ ノ ー ル 沈 澱 に よ りRNAを 回 収 し、8H尿 素 を 含 む6Zポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 解 析 し た。
fア1カ ツ メ ガ ェ ル へ の'
卵 母 細 胞 核 へ の 微 量 注 入 はGreenら の 報 告 に 従 っ て 行 っ た(Greenら,1983)
。mRNA前駆 体 の 水 溶 液 を、 一 っ の 卵 母 細 胞 あ た り 約25n1(2-3fmo1の 皿RNA
前 駆 体)注 入 し た。 各 実 験 あ た り 一 群20個 ず っ の 卵 母 細 胞 に 微 量 注 入 を 行
い、 注 入 後20℃ でmodifiedBarthsolution(Gurdon,1976)中で イ ン キ
ュ ベ ー ト し た。 所 定 の 時 間 後、 卵 母 細 胞 を 液 体 窒 素 で 速 や か に 凍 結 さ せ た。
凍 結 し た 卵 母 細 胞 は、GTCsolution(4Mguanidinethiocyanate,18mM
sodiumcitrate,O.36Zsarcosy1,200mH2-mercaptoethanol,pH7.0)中
で よ く ピ ペ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ り 完 全 に 溶 解 さ せ た。 そ れ を フ ェ ノ ー ル
・ク ロ ロ ホ ル ム 処 理 し、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 沈 澱 を 行 う こ と に よ りRNAを 回 収
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し た。
9)プ ロ ー ブRNAの 調 製
キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っ プ ロ ー ブ(57ヌ ク レ オ チ ド長;比 活 性 は 約5x106
C叩/μ9)は 、 制 限 酵 素1迦RIの 切 断 に よ っ て 直 鎖 化 し た プ ラ ス ミ ドpSP64
を 鋳 型 に し て、[α 一32P]GTP(410Ci/mmo1)の存 在 下 でmヤGpppGを ブ ラ イ マ
ー と す るSP6RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 転 写 反 応 に よ り 合 成 し た(Heltonら,1984)
。 キ ャ ッ プ 構 造 を 持 た な い プ ロ ー ブ は 同 様 の 反 応 系 で、 プ ラ イ マ ー を 加 え ず
に 合 成 し た。 こ れ ら のRNAは8H尿 素 を 含 む5%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 に よ り 精 製 し、-20℃ で 保 存 し た。
h)RNA。 ロ ー"'ル"':
検 定 す る フ ラ ク シ ョ ン をRNAプ ロ ー ブ(2-5万cp皿)と 混 合 し、10μ1の
反 応 系(5%glycero1,10mMHepes(pH7.9),50-500mMKC1,50-1000
μg/mlyeastRNA,0.5mMDTT,0.1mMAPHSF)で 、20℃ で30分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た。 イ ン キ ュ ベ ー ト後、 こ の 反 応 混 液 を1/4XTAEバ ッ フ ァ ー
(10皿MTris-acetate,0.5mMEDTA,pH8.3)で作 製 し た6Z非 変 性 ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ドゲ ル に 直 接applyし た。 電 気 泳 動 の 状 態 を 知 る た め に、 色 素 マ ー
カ ー(0.05ZBPB,0.05ZXC)を 別 の レ ー ン にapplyし た。 泳 動 は バ ッ フ ァ
ー を 循 環 さ せ な が ら 約10V/cmの 電 圧 で 行 い、 色 素BPBが8-12c皿 移 動 し た




法(Kadonagaら,1986)をRNAに 応 用 し て 調 製 し た。 す な わ ち、 ゲ ル 移 動 度
シ フ ト法 で 用 い た キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っRNAプ ロ ー ブ を 反 応 系 の ス ケ ー ル を 上
げ て 大 量 に(300。500μ9)調 製 し、 こ れ を 臭 化 シ ア ン で 活 性 化 し たSephar
oseCL-2B(フ ァ ル マ シ ア、 ゲ ル 容 積5m1)に 結 合 さ せ た。 文 献(Kadonaga
ら,1986)に 従 っ て、 未 反 応 のSepharoseを1Hethanolamine-HC1(pH8・0)
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で 不 活 性 化 し て か ら、resinを よ く 洗 い4℃ に 保 存 し た。
● ・ 。 浩 士Aのu
特 に 断 わ ら な い 限 り 以 下 の 操 作 は4℃ で 行 っ た。2x101e個 のHeLa細胞
か ら調 製 し た 核 抽 出 液(20m1,蛋 白 濃 度23,4mg/m1)を 、 バ ッ フ ァ ーA(
107091ycero1,20mHHepespH7.9,0.1皿MEDTA,100mMKC1,1皿MDTT)
で 平 衡 化 し たDEAE-・celluloseカラ ム(ワ ッ トマ ン、2.5cmx18cm)にapPl
yし 、 カ ラ ム を300皿1の150mHKC1一 バ ッ フ ァ ーAで よ く 洗 っ た。 次 に カ ラ
ム を300mMKCI一 バ ッ フ ァ ーAで 溶 出 し、4m1ず つ フ ラ ク シ ョ ン を 集 め た。
280nmの波 長 の 吸 収 が1.0以 上 の フ ラ ク シ ョ ン をpoo1し、DE-300フラ ク シ ョ
ン と し た(36皿1,蛋 白 濃 度3.6皿g/皿1)。
こ のDE-300フラ ク シ ョ ン に、 乳 鉢 と 乳 棒 を 用 い て 細 粉 化 し た 硫 酸 ア ン モ ニ
ウ ム(100m1あ た り47.6g:O℃ に お け る 飽 和 の75Z)を ス タ ー ラ ー で 混 合
し な が ら 加 え 、.硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム が 完 全 に 溶 解 し て か ら 氷 上 で さ ら に1時 間
静 か に 撹 搾 し た。 タ イ プ60ロ ー タ ー(ベ ッ ク マ ン)で25,000rpmで20分 間 遠
心 す る こ と に よ り沈 澱 を 集 め 、 そ れ を4m1の バ ッ フ ァ ーB(バ ッ フ ァ ーAと
同 じ だ が0.2皿MAPHSFを 含 む)に 完 全 に 溶 解 さ せ た。 こ の 溶 液 を、2皿1の3
MKC1お よ び0.5m1の50%glycero1と混 合 し て か ら、1MKC1一 バ ッ フ ァ ーB
で 平 衡 化 さ せ たBio-GelAL5mカ ラ ム(バ イ オ ラ ッ ド、2,5x92.5c皿)
を 用 い た ゲ ル 濾 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 画 し た。 キ ャ ッ プ 構 造 結 合
活 性 を ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 で 検 定 し、 活 性 の あ る フ ラ ク シ ョ ン をpoo1し た(
Bio-Aフ ラ ク シ ョ ン;27m1,蛋 白 濃 度414μ9/m1)。 こ れ を50mMKC1一 バ ッ
フ.アーAに 対 し て よ く 透 析 し、 同 じ バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し たDEAE-Toyopearl
650Mカ ラ ム(東 洋 曹 達 、 ゲ ル 容 積1.8皿1)にapplyし た。 カ ラ ム を10m1
の50mMKCI一 バ ッ フ ァ ーAで 洗 っ て か ら、200mHKCI一 バ ツ フ ァ ーAで 溶 出
し た。0.5mlず つ フ ラ ク シ ョ ン を 集 め、A28eが0.8以 上 の フ ラ ク シ ョ ン を
poolした(DE-Toyoフ ラ ク シ ョ ン;2皿1,蛋 白 濃 度3.5皿9/皿1)。
10%NP-40と0。2MAPHSFを用 い て、Toyo。Bフラ ク シ ョ ン を0.1%NP-40,0・
2mHAPMSFに 調 整 し、 バ ッ フ ァ ーC(200mMKC1と0.1%NP-40を 含 む バ ッ フ
ァ ーB)で 平 衡 化 し た3皿1のcapPedRNA-Sepharoseとチ ュ ー ブ の 中 で 混 合 し、
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更 に4℃ で1時 間 ゆ っ く り と 転 倒 混 和 し た。 そ の 後、 チ ュ ー ブ の 内 容 を バ ィ
オ ラ ッ ドの2m1ポ リプ ロ ピ レ ン カ ラ ム に 移 し、40皿1の バ ッ フ ァ ーCお よ び
40m1の700皿MKC1を 含 む バ ッ フ ァ ーCで 洗 っ た。 次 に カ ラ ム を4H尿 素 と
200mHKC1を 含 む バ ッ フ ァ ーBで 溶 出 し、0.5m1ず っ10個 の フ ラ ク シ ョ ン を
集 め た。 活 性 の あ る フ ラ ク シ ョ ン をpoo1し、 そ れ を20Z91ycero1を含 む バ ッ
フ ァ ー-Bに 透 析 し た。 こ の 操 作 に よ り ほ ぼhomogeneityとな っ た キ ャ ッ プ 構
造 結 合 蛋 白 が 得 ら れ た(1.5皿1,蛋 白 濃 度14.4μg/皿1)。
、k)免 疫 沈 降
免 疫 沈 降 実 験 に 用 い た 血 清 は 次 の 通 り で あ る。
1)斉 藤 シ ズ 血 清anti-UIRNP
2)関 谷 千 恵 子 血 清anti-UIRNP+anti-Sm
3)二 見 幸 子 血 清anti-Sm
4》 山 岡 喜 代 子 血 清anti-U2RNP(+anti-V1痕 跡)(Mimoriら,1984)
5)正 常 ヒ ト血 清
6)Y-12anti-S皿(単 ク ロ ー ン 抗 体)(Lernerら,1981)
7)anti-UIAg血 清anti-UIRNP(Padgettら,1983)
1)-6)は 慶 応 大 学 医 学 部 の 三 森 経 世 博 士 か ら、6)と7)はJ.A.St
eitz博士 か ら い た だ い た。
NET-2バ ッ フ ァ ー(40mMTris-ClpH7.5,150mMNaC1,2mHMgC120.
05洲P-40,0.5ZDTT)で平 衡 化 し た プ ロ テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス(フ ァ ル マ シ
ァ)の ゲ ル 容 積15μ1分 を、 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 で 、500μ1のNET-2
バ ッ フ ァ ー お よ び10μ1の 血 清 ζ 混 合 し、 さ ら に 室 温 で2時 間 転 倒 混 和 す る
こ と に よ り、 各 抗 体 を プ ロ テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス に 結 合 さ せ た。 エ ッ ペ ン ド
ル フ チ ュ ー ブ の 遠 心 機 を 用 い て、 抗 体 の 結 合 し た プ ロ テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス
を 沈 澱 さ せ 、 そ れ を500μ1のNET-2バ ッ フ ァ ー で4回 洗 っ た。 こ の 沈 澱 と6
μ1のHeLa細 胞 核 抽 出 液 お よ び10μ1のNET-2バ ッ フ ァ ー を 混 合 し、4℃ で
1時 間 転 倒 混 和 し た。 こ れ を 遠 心 分 離 し、 上 澄 み(sup)は 別 の チ ュ ー ブ
に 移 し た。 沈 澱 は500μ1のNET-2バ ッ フ ァ ー で4回 洗 っ た 後 、30μ1の 溶 出
バ ツ フ ァ ー(1HKCI,20mMHepespH79,5mMEDTA,1mHDTT,0・2mM
-40一
APMSF)を 加 え た。 こ れ を よ く混 和 し、 氷 上 に5分 間 置 い た 後 、L遠 心 に よ り
上 澄 み を 集 め た。 こ の 上 澄 み を 免 疫 沈 降 し た フ ラ ク シ ョ ン(ppt)と し た。
SUPフ ラ ク シ ョ ン1μ1分 とpptフ ラ ク シ ョ ン2μ1分 の キ ャ ッ プ 構 造
結 合 活 性 を、 そ れ ぞ れ、 ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 で 検 定 し た。
RNAプ ロ ー ブ の 免 疫 沈 降 は、 上 述 の 操 作 の 中 で、HeLa細 胞 核 抽 出 液 をanti
-U2抗 体 を 結 合 さ せ た プ ロ テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス と 混 合 す る 際 に、 約40ng
のRNAプ ロ ー ブ と1000units/m1のRNaseInhibitorを同 時 に 加 え、 後 は 同
様 の 操 作 に よ りsupとpptを 得 た。supお よ びpptフ ラ ク シ ョ ン か
ら、 プ ロ テ イ ネ ー スK処 理 ・フ ェ ノ ー ル 処 理 ・エ タ ノ ー ル 沈 澱 に よ りRNAを
回 収 し、 そ れ を8H尿 素 を 含 む5Zポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 で 分 画 し た。
!)UVに よ る 蛋 白 とRNAのcrosslink
キ ャ ッ プ 構 造 だ け が 標 識 さ れ た δEX14-15mRNA前 駆 体 は、 非 標 識 の
uncapped・-mRNA前駆 体 をvacciniavirusguanylyltransferaseを用 い て[α
一32P]GTP(410Ci/皿mol)の存 在 下 でcappingす る こ と に よ り 調 製 し た。 キ ャ
ッ プ 構 造 標 識 皿RNA前駆 体(1-10万cpm,20-200f皿01)は 、HeLa細 胞 核 抽 出
液 と 共 に、10μ1のinvitroス プ ラ イ シ ン グ 反 応 系 で30℃ ・30分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た。 こ の 反 応 混 液 に、 氷 上 で 波 長254nmの15ワ ッ トUVラ ン プ を
3cmの 距 離 か ら5-20分 間 照 射 し、 蛋 白 とRNAをcrosslinkさ せ た。 こ の
反 応 液 を 等 量 のRNaseHix(6M尿 素,50皿MEDTA,1mg/mlRNaseA,500
U/mlRNaseT1)と 混 合 し、37℃ で1-4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た。 こ の
試 料 を 等 量 のSDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー(125皿HTris-CIpH6.8,2ZSDS,
20Z91ycero1,0.OO2%BPB)と混 合 し、95℃2分 間 熱 し た 後、10%SDSポ リ
ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動(Laemmli,1970)によ り 分 画 し た。 ゲ ル はinte
nsifyingscreenを用 い て オ ー トラ ジ オ グ ラ ム を と っ た。
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第III章 実 験 結 果
第1節.mRNAス プ ラ イ シ ン グ 反 応 に 対 す る キ ャ ッ プ 構 造 の 影 響:
invitroスプ ラ イ シ ン グ 系 に よ る 解 析
a)mRNA前 の;・
大 腸 菌 の 鯉B-EtRNAオ ペ ロ ン の プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 効 率 の 良 いinvit
辺 転 写 系 が 我 々 の グ ル ー プ に よ り 開 発 さ れ た(Saka皿oto,1986;Sakamotoら,
1987)。す な わ ち、 旦些B-Eオ ペ ロ ン の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 むDNA断 片(23
7塩 基 対)と 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 を 含 むDNA断 片(103塩 基 対)を プ ラ ス
ミ ドpBR322に導 入 し、 こ の 二 っ のDNA断 片 の 間 にH13mp18の マ ル チ ク ロ ー ニ
ン グ 配 列 を 更 に 挿 入 し た。 し か し、 こ の 様 に し て 作 成 し た プ ラ ス ミ ドpSE182
は プ ラ ス ミ ドDNA調 製 の 収 率 が 非 常 に 悪 い こ と が 分 か っ た の で、 こ の プ ラ ス
ミ ドのpBR322の部 分 を 、 高 コ ピ ー プ ラ ス ミ ドで あ るpUC19と 置 き 換 え た プ ラ
ス ミ ドpSUシ リ ー ズ(図11)を 作 成 し た。 そ し て、 こ のpSU2プ ラ ス ミ ドの
マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に、 δ 一 ク リ ス タ リ ン遺 伝 子(Ohnoら,1985)の 様
々 な エ キ ソ ン ・イ ン トロ ン 部 分 を 含 むDNA断 片 を ク ロ ー ン 化 し た。 こ れ ら の
プ ラ ス ミ ドは 適 当 な 制 限 酵 素(XmnIあ る い はSmal)で 切 断 す る こ と に よ り 直
鎖 化 し、 精 製 し た 大 腸 菌RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い たinvitr。転 写 反 応 の 鋳 型
と し て 用 い た。RNA転 写 物 は、 反 応 系 に[α 一32PGTP]を 加 え る こ と に よ り
標 識 し た。 キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っRNAは 、RNAをvacciniavirusguanylyltra
nsferaseによ り 酵 素 的 にcappin9す る か、 あ る い は、 転 写 反 応 系 にm7G(5')p
pp(5')Gをプ ラ イ マ ー と し て 加 え る こ と に よ り 調 製 し た。 こ れ ら のmRNA前駆
体 は8M尿 素 を 含 む ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 精 製 し、 麺」 主迦
ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 に 使 用 し た。 こ の 第1節 に お い て 使 用 し た4種 のmRNA
前 駆 体 を 図12に 模 式 的 に 示 し た。4種 のRNA共 、 そ の5'お よ び3'末 端
部 に は、 プ ラ ス ミ ド 由 来 の 短 い 非 ク リ ス タ リ ン 配 列 を 含 ん で い る。mRNA前 駆
体 の 調 製 に 用 い た 鋳 型DNAの 作 成 や 、mRNA前 駆 体 の 調 製 等 の 詳 細 は、 第 二 章
(材 料 と 方 法)に 示 し た。
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図11.プ ラ ス ミ ドpSUシ リ ー ズ.
図 のSU2P及びSU2Tは、 そ れ ぞ れ 大 腸 菌 の 旦⊥pB-EtRNAオ ペ ロ ン の プ ロ モ ー タ
ー 及 び タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 を 表 す。 図 の 下 側 に は、pSU1及 びpSU2の マ ル チ ク










図12,mRNA前 駆 体 の 模 式 図.
ボ ッ ク ス は エ キ ソ ン 配 列 を、 ボ ッ ク ス の 間 の 直 線 は イ ン トロ ン 配 列 を 表 す 。
ボ ッ ク ス の 中 の 数 字 と 直 線 の 上 の ア ル フ ァ ベ ッ トは、 そ れ ぞ れ δ 一 ク リ ス タ
リ ン 遺 伝 子(Ohnoら,1985)の 特 定 の エ キ ソ ン と イ ン トロ ン を 表 し て い る。
各mRNA前駆 体 の 左 端 が5'末 端 で あ る。 各 エ キ ソ ン ・イ ン トロ ン の 長 さ を 各
々 の 上 に 数 字(ヌ ク レオ チ ド長)で 示 し た。
一44。
b)二 つ の ン ロ ン ロー こmRNn前 のinvitroスvシ
;z21
ク リス タ リ ン遺 伝 子 の 二 つ の エ キ ソ ン14と15、 お よ び そ の 間 の 一 つ の
イ ン トロ ン を 持 っmRNA前駆 体 で あ る δEX14-15は 、HeLa細胞 核 抽 出 液
中 で 正 確 に、 効 率 よ く ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け、 ラ リア ッ ト型 イ ン トロ ン 等 を
含 む そ の 反 応 中 間 体 は 他 の グ ル ー プ の 報 告 し た も の と基 本 的 に 同 様 で あ る こ
とが 既 に 明 らか に な っ て い た(Sakamoto,1986)。
図12に 示 し たmRNA前駆 体 の 内、 分 子 内 に単 一 の イ ン トロ ン し か 持 た な い
δEX13-14と δEX14-15は 、 そ の5'末 端 に キ ャ ッ プ 構 造 を 持
っ 場 合 に は、HeLa細胞 核 抽 出 液 と イ ンキ ュベ ー トす る と図13のAとBに 示
す よ う に 効 率 よ くス プ ラ イ シ ング を 受 け る こ とが 確 認 され た。 こ れ らのmRNA
前 駆 体 の ス プ ラ イ シ ン グ は、 キ ャ ッ プ 構 造 が な い 場 合 に も 起 こ る が、 そ の 効
率 は キ ャ ップ 構 造 を 持 っ 場 合 に 比 べ て 約1/4程 度 に 低 下 す る こ と が 分 か っ
た(デ ー タ は 示 さ ず;図21のb参 照)。
二 っ の イ ン トロ ン を 持 っ δEX13-14-15mRNA前 駆 体 の 場 合 は、 非
常 に 多 くの 反 応 産 物 が 生 成 し、 複 雑 な ゲ ル パ タ ー ンが み られ た(図13C)。
これ ら 多 くの バ ン ドに 対 応 す るRNA分 子 の 構 造 は、 そ のRNAの サ イ ズ と、 そ
れ ぞ れ の エ キ ソ ン あ る い は イ ン トロ ン に特 異 的 なRNAプ ロ ー ブ を 用 い た ノ ー
ザ ンハ イブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン等 に よ り同 定 し た(デ ー タ は 示 さ ず;Sakamoto
,1986)。こ れ らのRNAの 構 造 は 図13Cの 右 側 に模 式 的 に 示 し た。 こ れ ら
のRNAの 構 造 は、 一 っ の イ ン トロ ン を持 っmRNA前駆 体 の ス プ ラ ィ シ ング に お
い て み られ た 産 物 を 二 つ の イ ン トロ ンの 場 合 に適 用 す る こ と に よ っ て す べ て
説明 で き る も の で あ る。 図 に 示 す よ う に、 三 つ の エ キ ソ ンが 正 確 に連 結 さ れ
た スプ ラ イ シ ン グ の 最 終 産 物 が60分 で 効 率 よ く産 生 さ れ て い る こ とが 分 か
る。 ま た、 エ キ ソ ン13と15が エ キ ソ ン14を ス キ ップ して 連 結 し て し ま
っ た よ うな 産 物 は 検 出 で きな か っ た。
c二 つ の ン ロ ン 、つmRNA前 の ス.}シ ン'こ ・ る ヤvプ
浩 の,頻












図 ユ3.δEX13-14(A)、 δEX14-15(B)、 及 び δEX1
3-14-15(C)mRNA前 駆 体 のinvitroス ブ ラ イ シ ン グ.
[α 一32P】GTPで 標 識 さ れ た 各mRNA前 駆 体(m76pppGを プ ラ イ マ ー と し て 合
成)を 、HeLa細 胞 核 抽 出 液 中 に お い て30℃ で、 レー ン 上 に 示 し た 所 定 の 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た。RNA産 物 を8H尿 素 を 含 む6Zポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル
電 気 泳 動 に よ り 分 画 し、 オ ー トラ ジ オ グ ラ ム を と っ た。 各RNA産 物 の 構 造 は
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図14.異 な る5'末 端 構 造 を 持 っ δEX13-14-15mRNA前 駆 体 の1:n
vitroスブ ラ イ シ ン グ 反 応 の キ ネ テ ィ ク ス.
各mRNA前駆 体 は、 ゴ6pppG(A)かGpppG(B)を プ ラ イ マ ー に し て、 あ る い
は プ ラ イ マ ー な し で(C)合 成 し、invitroスプ ラ イ シ ン グ 反 応 に使 用 し た。
各 皿RNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 の オ ー トラ ジ オ グ ラ ム の 一 部 分(mRNA前
駆 体 か ら最 終 産 物 ま で の 間)だ け を 示 し た。 バ ン ドaは ラ リア ッ ト型 の イ ン
トロ ンMで あ り、 バ ン ドbは エ キ ソ ン13と イ ン トロ ンM及 び エ キ ソ ン14
を 含 む 直 鎖 型RNAで あ る(図13Cを 参 照)。 図 に示 す 三 種 のRNA分 子 に 相
当す る バ ン ドを ゲ ル か ら切 り出 し、 そ の 放 射 活 性 をCerenkov光で 測 定 し、 反
応 に添 加 し たmRNA前駆 体 に 対 す る モ ル 比 を プ ロ ッ トし た も の を 図 の 下 側 に示
した。 丸 印 は 上 流 側 イ ン トロ ンだ け が 除 去 さ れ た 中 間 体、 三 角 印 は 下 流 側 イ
ン トロ ン だ け が 除 去 さ れ た 中間 体、 そ して 四 角 印 は 最 終 産 物 を 表 す。
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い はGpppGを加 え る こ と に よ っ て、 そ れ ぞ れ、 通 常 の タ イ プ0の キ ャ ッ プ 構
造 あ る い は メ チ ル 基 の な い キ ャ ップ 構 造 を 持 っmRNA前駆 体 を 作 成 す る こ とが
で き る。 プ ラ イ マ ー を 加 え な い 場 合 は、5'三 リ ン酸 を持 っ、 す な わ ち キ ャ
ップ 構 造 を 持 た な いmRNA前駆 体 が 合 成 さ れ る。 こ れ ら異 な る 三種 類 の5'末
端 を持 っ δEX13-14-15mRNA前 駆 体 のinvitroスプ ラ イ シ ング を 比
較 し た(図14)。 キ ャ ップ 構 造 を 持 っ 場 合 に は 三 っ の エ キ ソ ンが 連 結 さ れ
た ス プ ラ イ シ ング の 最 終 産 物 が 効 率 よ く産 生 さ れ た。 メ チ ル 基 の な い キ ャ ッ
プ 構 造 を持 っ 皿RNA前駆 体 の 場 合 で も、 メ チ ル 基 を 持 っ キ ャ ップ 構 造 の 場 合 と
同 様 に 効 率 よ く スプ ラ イ シ ン グ が 起 こ っ て お り、 両 者 の ゲ ル パ タ ー ン に 差 が
み られ な い こ とか ら(図14AとB)、 末 端 の グ ア ノ シ ン の7位 の メ チ ル 基
は スプ ラ イ シ ング に 影 響 しな い よ う に 思 わ れ た。 しか し、 キ ャ ッ プ 構 造 を 持
た な いmRNA前駆 体 の 場 合 は、 そ の ス プ ラ イ シ ング 反 応 は 極 端 に 阻 害 さ れ、 最
終 産 物 は ほ と ん ど 産 生 しな か っ た(図14C)。
図14に み られ る 様 々 なRNA分 子 の 中 に、 二 っ の イ ン トロ ンの 内 ど ち らか
一 方 だ けが 除 去 さ れ た よ う な 二 種 類 の 中 間 体RNA分 子 が 存 在 す る。 δEX1
3-14-15の ス プ ラ イ シ ング に お い て は、 キ ャ ップ 構 造 が 存 在 す る 場 合
に は、 上 流 の イ ン トロ ンだ け が 除 去 さ れ たRNA(RNAAと 呼 ぶ)は30分 で
か な り の 量 が 産 生 さ れ、 そ の 後 は し だ い に 減 少 し て い く(図14AとB)。
三 つ の エ キ ソ ンが 連 結 し た最 終 産 物 の 量 は、 こ のRNAAの 減 少 と 呼 応 す る か
の よ う に増 加 し て い く様 に み え る。 下 流 の イ ン トロ ン だ け が 除 去 され たRNA
分 子(RNABと 呼 ぶ)は 、RNAAに 比 べ て か な り 遅 れ て 出 現 し、60分 以 降
は 量 の 増 減 は ほ とん どな く、 ほ ぼ 同 じ レベ ル に 留 ま っ て い る。 キ ャ ップ 構 造
を 持 た な い δEX13-14-15の 場 合 に は、RNABの 産 生 は や や 増 加 す
る の に 対 し て、RNAAの 産 生 と最 終 産 物 の 産 生 は 同 時 に極 端 に減 少 し た(図
14C)。 最 終 スプ ラ イ シ ング 産 物 が 生 成 す る経 路 にっ い て は、RNAAを 介
す る経 路 とRNABを 介 す る 経 路 の 二 っ が 考 え られ る。 しか し、 キ ャ ップ 構 造
を 持 た な い 場 合 にRNAAと 最 終 産 物 の 生 成 が 同 時 に 阻 害 さ れ た こ と か ら、 最
終 産 物 に 到 る 主 な 経 路 はRNAAを 介 す る経 路 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た。 この















図15一 δEX13-14と δEX14-15mRNA前 駆 体 の ス プ ラ イ シ ン グ
効 率 の 比 較.
m7GpppGをプ ラ イ マ ー に し て 合 成 し た δEX13-14と δEX14-15
mRNA前駆 体 の、invitroス プ ラ イ シ ン グ 反 応 に よ っ て 産 生 さ れ た 連 結 エ キ ソ
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図16.異 な る5'末 端 構 造 を 持 っ δEX14-15・13-14mRNA前 駆
体 のinvitroス プ ラ イ シ ン グ 反 応 の キ ネ テ ィ ク ス.
GpppGをプ ラ イ マ ー と し て(A)、 あ る い は プ ラ イ マ ー な し で(B)合 成 し
た δEX14-15・13-14mRNA前 駆 体 の ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 を、 図1
4と 全 く 同 様 に 解 析 し た。
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こ の δEX13-14-15mRNA前 駆 体 か ら得 られ た結 果 は、 キ ャ ッ プ 構
造 が 上 流 側 の イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ン グ を 促 進 す るが、 下 流 側 の イ ン トロ
ンの 除 去 に は ほ とん ど 影 響 を与 え な い とい う こ と を 示 唆 し て い る。 従 っ て、
囮RNA前駆 体 が キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っ 場 合 に は 上 流 側 の イ ン トロ ン の 方 が 下 流 側
よ り効 率 よ く除 去 さ れ る と考 え られ る。 し か し な が ら、 上 流 側 の イ ン トロ ン
の 方 が 下 流 側 よ り効 率 よ く 除 去 され る の は イ ン トロ ン固 有 の ス プ ラ イ シ ング
効 率 が 上 流 側 の イ ン トロ ンの 方 が 元 々 良 い か らで あ る と考 え る こ と も で き る。
δEX13-14-15の 二 っ の イ ン トロ ンの 固 有 の ス プ ラ イ シ ング 効 率 を、
各 イ ン トロ ン を 単 独 に 持 っ 二 種 類 のmRNA前駆 体(δEX13-14と δEX
14-15)を 用 い て 比 較 して み る と、 δEX14-15の イ ン トロ ン の 効
率 の 方 が1.5-2倍 程 度 良 い こ とが 分 か っ た(図15;図13のAとB
を参 照)。 さ らに、 δEX13-14-15の 二 っ の イ ン トロ ン の 位 置 を前
後 逆 に し たmRNA前駆 体 で あ る δEX14-15・13-14の ス プ ラ イ シ ン
グ を 調 べ て み る と、 キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っ 場 合 に は や は り上 流 側 の イ ン トロ ン
(エキ ソ ン14と15の 間 の イ ン トロ ン)の 方 が 下 流 側 の イ ン トロ ン(エ キ
ソ ン13と14の 間 の イ ン トロ ン)よ りも 効 率 よ くス プ ラ イ シ ン グ を 受 け る
こ とが 分 か っ た(図16A)。mRNA前 駆 体 が キ ャ ップ 構 造 を持 た な い 場 合 に
は、 上 流 側 イ ン トロ ン の ス プ ラ イ シ ング は 極 端 に 阻 害 さ れ、 同 時 に 最 終 産 物
の 産 生 も 阻 害 さ れ た。 こ れ に 対 し て、 下 流 側 の イ ン トロ ン の ス プ ラ イ シ ン グ
は キ ャ ッ プ 構 造 の な い 時 で も あ る程 度 の 効 率 で 起 こ っ て い る(図16B)。
す な わ ち、 二 っ の イ ン トロ ンの 位 置 を 前 後 逆 に し て も全 く同 様 の 現 象 が み ら
れ る こ とが 明 らか に な っ た。 ま た、 こ の 皿RNA前駆 体 の 場 合 も エ キ ソ ン ジ ャ ン
プ 産 物 は や は り検 出 で きな か っ た。
この よ う に、 キ ャ ップ 構 造 を持 っ δEX13-14-15mRNA前 駆 体 の ス
プ ラ イ シ ング にお い て み られ た、 上 流 の イ ン トロ ンが 下 流 側 に 比 べ て 効 率 よ
く除 去 さ れ る と い う 現 象 は、 二 つ の イ ン トロ ンの 固 有 の ス プ ラ イ シ ング 効 率
の 違 い に よ る も の で は な く、5'末 端 の キ ャ ップ 構 造 に 対 す る 二 っ の イ ン ト
ロ ン の 相 対 的 位 置 関 係 に よ る も の で あ る こ とが 明 らか に な っ た。
dδEXI3-14-15皿RNA前 の ス'}ミ ・"の ・ 。'告*
-51一
一序 論 で 述 べ た よ う に、HeLa細胞 核 抽 出 液 のinvitroスプ ラ イ シ ン グ 反 応 は、
全 細 胞 抽 出 液 の 場 合 と異 な り、 皿7GpppGやm7GTP等の キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 の 反
応 系 へ の 添 加 に よ っ て ほ と ん ど 阻 害 され な か っ た。 しか し、 最 近、 核 抽 出 液
を こ れ らの キ ャ ップ 構 造 類 似 体 と あ らか じめpre-incubateして お く と、 ス プ
ラ イ シ ン グ 反 応 が 阻 害 さ れ る と い う報 告 が 出 さ れ た(EderyとSonenberg,19
85)。
キ ャ ップ 構 造 が δEX13-14-15の 上 流 の イ ン トロ ンの スプ ラ イ シ
ング に だ け影 響 す る の で あ るか ら、 二 っ の イ ン トロ ンの 内 上 流 の イ ン トロ ン
の ス プ ラ イ シ ング だ け が キ ャ ップ 構 造 類 似 体 に よ っ て 阻 害 さ れ る か ど う か を
調 べ る こ と に し た。HeLa細胞 核 抽 出 液 を ガGpppGある い はGpppGとあ らか じめ
30℃ 、15分 間pre-incubateした 後 に、 δEX13-14-15mRNA前 駆
体 を 用 い て スプ ラ イ シ ン グ 反 応 を行 っ た。 図17Aのa-cに 示 す よ う に、
mRNA前駆 体 が キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っ 場 合 に は 上 流 側 イ ン トロ ン の ス プ ラ イ シ ン
グ(RNAAの 産 生)は 程 度 の 差 は あ れ、 ど ち らの ジ ヌ ク レオ チ ドに よ っ て も
阻 害 さ れ るの に対 し て、 下 流 側 イ ン トロ ン の スプ ラ イ シ ン グ(RNABの 産 生)
は 全 く影 響 さ れ な か っ た。m'GpppGによ り阻 害 さ れ た 時 に は、 反 応 産 物 の ゲ
ル パ タ ー ン は、 キ ャ ップ 構 造 を 持 た な い 皿RNA前駆 体 の 場 合 と全 く 区 別 が っ か
な くな る。 こ の 結 果 は、 キ ャ ップ 構 造 を 持 た な いmRNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ン
グ 産 物 の 核 抽 出 液 中 の 安 定 性 は、 キ ャ ップ 構 造 を 持 っ 場 合 の 安 定 性 と ほ ぼ 同
程 度 で あ る こ と を も示 し て い る。 キ ャ ップ 構 造 を 持 たな いmRNA前駆 体 の ス プ
ラ イ シ ング に 対 し て は、 キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 は 何 の 影 響 も 与 えな か っ た(図
1・7Aのd-f)。 ま た、 上 流 側 イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ング の 阻 害 と共 に、
三 つ の エ キ ソ ンの 連 結 し た 最 終 産 物 の 産 生 が 阻 害 され る こ とか ら、 最 終 産 物
は 主 にRNAAを 介 し て 産 生 さ れ る と い う考 えが さ ら に裏 付 け られ た(こ の こ
と の 詳 し い 議 論 は 考 察 の 章 で 行 っ た)。
二 種 類 の ジ ヌ ク レオ チ ドの 内、 ガGpppOの方 がGpppGより も は る か に 阻 害
効 果 が 高 い こ とが 分 か っ た(図17Aのbとcを 比 較 せ よ)。 実 際、8μM
の 濃 度 に お い て は、m7GpppGはス プ ラ イ シ ング 反 応 を 効 果 的 に 阻 害 す る が(
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図17.δEX13-14-15mRNA前 駆 体 のinvitroス ブ ラ イ シ ン グ 反 応
の キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 に よ る 阻 害.
HeLa細胞 核 抽 出 液 を キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 存 在 下 で30℃ ・15分 間pre・-incu
bateして か ら、mRNA前 駆 体 を 加 え て ス ブ ラ イ シ ン グ 反 応 を 行 わ せ た。(A)
GpppGをプ ラ イ マ ー に し て 合 成 し たmRNA前駆 体(レ ー ンa-c)、 あ る い は
プ ラ イ マ ー な し で 合 成 し たuncappedmRNA前駆 体(レ ー ンd-f)を 用 い た。
レー ンaとdは 、 キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 な し でpre-incubateした 対 照 。 レー ン
bとeは 、50μMの 皿?GpPPG存在 下 でpre-incubateした。 レー ンcとfは 、
50μHのGpPPG存 在 下 でpre-incubateした。 レー ンMは 、Hpallで 切 断 し た
プ ラ ス ミ ドpBR322であ る。(B)レ ー ン の 上 に 示 す よ う な 様 々 な 濃 度 のm7Gp
PPG存 在 下 でpre-incubationを行 っ た 後 、GpPPGを プ ラ イ マ ー と し て 合 成 し
9
たmRNA前駆 体 を 加 え、60分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た(Cの レ ー ン だ け は イ ン キ
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図18.メ チ ル 基 の な い キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っ δEX13-14-15mRNA前
駆 体 のinvitroス プ ラ イ シ ン グ 反 応 に 対 す るS-adenosylhomocysteine(SAH
C)の影 響.
GpppGをプ ラ イ マ ー と し て 合 成 し たmRNA前駆 体 を 用 い て、 レ ー ン の 上 に 示 す
よ う な 様 々 な 濃 度 のSAHC存 在 下 で ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 を60分 間 行 わ せ た。
図 の 右 側 に、 各SAHC濃 度 に お け る 三 種 類 のRNA産 物 の 産 生 量 の、SAHC非 存 在
下 の 場 合 に 対 す る 比 率(%)を プ ロ ッ ト し た。
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は キ ャ ップ 構 造 の 末 端 の グ ア ノ シツ の7位 の メ チ ル 基 が ス プ ラ イ シ ング に 重
要 で あ る こ と を強 く示 唆 し て い る。 こ の 結 果 は、mRNA前駆 体 の キ ャ ップ 構 造
の 末 端 の グ ア ノ シ ン の7位 に メ チ ル 基 が な くて も 効 率 よ く ス プ ラ イ シ ング が
起 こ る と い う図14の 結 果 と矛 盾 し て い る よ う に 思 わ れ る。 しか し、 こ の 矛
盾 は、mRNA前駆 体 の メ チ ル 基 を持 た な い キ ャ ッ プ 構 造 はinvitroスプ ラ イ シ
ン グ 反 応 の 際 に 核 抽 出 液 中 で メ チ ル 化 を 受 け る と 考 え れ ば 説 明 が っ く と思 わ
れ る。 実 際、 メ チ ル 基 の な い キ ャ ップ 構 造 の グ ア ノ シ ンの7位 は、 メ チ ル 基
の 供 与 体 で あ るS-adenosylmethionine(SAM)を加 え な くて も 核 抽 出 液 中 で3
0℃ で 速 や か に メ チ ル 化 さ れ る こ とが、 末 端 解 析 の 結 果 明 ら か に な っ た(デ
ー タ は 示 さ ず;Sakaロotoら,1987)。も し7位 の メ チ ル 基 が スプ ラ イ シ ング
反 応 に 重 要 で あ れ ば、 次 の 様 な こ とが 期 待 さ れ る。 す な わ ち、 メ チ ル 基 の な
い キ ャ ップ 構 造 を持 っmRNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ン グ に お い て、 メ チ ル 基 の 供
与 体 で あ るSAHは ス プ ラ イ シ ン グ を 促 進 し、SAMの 競 合 阻 害 剤 で あ るS-aden
osylhomocysteine(SAHC)はメ チ ル 化 を 阻 害 す る の で スプ ラ イ シ ング を 阻 害
す る は ず で あ る。 実 際、 メ チ ル 基 の な い キ ャ ップ 構 造 を 持 っ δEX14-1
5の ス プ ラ ィ シ ング 反 応(30℃ 、60分)は 、33μMのSAHの 添 加 に よ
っ て 約1.5倍 程 度 促 進 さ れ る(デ ー タ は 示 さ ず;Sakamotoら,1987)。ま
た、 図18に 示 す よ う に、 メ チ ル基 の な い キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っ δEX13-
14-15の ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 系(30℃ 、60分)にSAHCを 添 加 す る と、
最 終 産 物 とRNAAの 産 生 は 阻 害 さ れ る が、RNABの 産 生 は 影 響 を 受 け な い。
50μMのSAHC存 在 下 で は 最 終 産 物 とRNAAの 産 生 は そ れ ぞ れ40%と70
%に 低 下 す る が、RNABの 産 生 は 全 く変 化 しな い。 こ れ らの 結 果 は キ ャ ップ
構 造 の 末 端 の グ ア ノ シ ンの7位 の メ チ ル 基 が ス プ ラ イ シ ン グ に重 要 で あ る こ
と、 さ ら にキ ャ ッ プ 構 造 は 単 にmRNA前駆 体 を 安 定 化 す る と い う消 極 的 な 役 割
だ けで な くス プ ラ イ シ ング 反 応 に お い て 積 極 的 な 役 割 を 担 っ て い る こ と を 明
確 に 示 して い る。 メ チ ル 基 の な い キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 で あ るGpppGが弱 い な
が ら阻 害 効 果 を 持 っ 理 由 は 明 か で は な い が、 このGpppGも核 抽 出 液 中 で メ チ
ル 化 さ れ て か ら は じめ て 阻 害 効 果 を 持 っ 可 能 性 が 充 分 考 え られ る。 も し そ れ
が 正 し い な ら、GpppGはSAHC存在 下 で は 阻 害 効 果 を 失 うは ず で あ るが、 この
様 な 実 験 は 今 の と こ ろ行 っ て は い な い。 ま た、RNABの 産 生 は、 キ ャ ップ 構
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造 類 似 体 に よ っ て も、SAHCによ っ て も 阻 害 さ れ な い こ とか ら、 キ ャ ッ プ 構 造
に依 存 しな い スプ ラ イ シ ン グ 反 応 に よ る も の と考 え られ る。
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第2節.皿RNAス プ ラ イ シ ング 反 応 に対 す る キ ャ ップ 構 造 の 影 響:
ア フ リカ ツ メ ガ ェ ル 卵 母 細 胞 核 へ の 微 量 注 入 法 に よ る解 析
a5'・ こ 一""、blockinnucleosideつmRNA言 市
魍
い ま ま で 述 べ て き たinvitroスブ ラ イ シ ング 系 に お け る キ ャ ッ プ 構 造 の 効
果 が、invitro系だ けで は な く実 際 の 細 胞 内 の ス プ ラ イ シ ング 反 応 に お い て
も み られ るか ど うか は 非 常 に 重 要 な 問 題 で あ る。 こ の こ と を 明 らか に す る た
め に はmRNA前駆 体 を 細 胞 核 内 に微 量 注 入 し て そ の ス プ ラ イ シ ング の タ イ ム コ
ー ス を 調 べ る こ とが 必 須 で あ る。 通 常 の 動 物 細 胞 で は 注 入 し たRNAを 解 析 す
る た め に は 多 数(数 百 か ら千)の 細 胞 に微 量 注 入 す る必 要 が あ る ため、 ス プ
ラ イ シ ング 反 応 の タ イ ム コ ー ス を 調 べ る こ とは 事 実 上 不 可 能 で あ る。 こ の よ
う な 目 的 に は ア フ リカ ツ メ ガ ェ ル(XLeqQP1Slaevis)の卵 母 細 胞 が 適 し て い
る。 しか し、 卵 母 細 胞 核 へmRNA前駆 体 を 微 量 注 入 す る こ と に よ っ て ス プ ラ イ
シ ン グ に お け る キ ャ ップ 構 造 の 効 果 を調 べ る こ と に は 一 っ の 大 き な 障 害 が あ
っ た。 序 論 で 述 べ た よ う に、 キ ャ ップ 構 造 を持 た な いmRNA前駆 体 は卵 母 細 胞
核 内 で 速 や か に 分 解 さ れ る ため(Greenら,1983)、 キ ャ ップ 構 造 を持 っmR
NA前駆 体 と持 た な い 皿RNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ング 反 応 を比 較 す る こ とが 困難
で あ る と い う 点 で あ る。 こ の 問 題 点 を克 服 す る た め に は、 キ ャ ップ 構 造 を 持
た な いmRNA前駆 体 の よ う に 振 舞 い、 しか も 卵 母 細 胞 核 内 で 安 定 なmRNA前駆 体
を 作 成 す る必 要 が あ る。 キ ャ ッ プ 構 造 を 持 たな い、5'三 リ ン酸 の 末 端 を 持
っmRNA前駆 体 が 卵 母 細 胞 核 中 で 不 安 定 な 理 由 は、5'→3'エ キ ソ ヌ ク レア
ー ゼ の 攻 撃 を 受 け る か らで あ る と考 え られ るの で、 キ ャ ッ プ 構 造 と は 異 な っ
た5'-5'のblockin9構 造 を 持 っ て い る 様 なmRNA前駆 体 を 作 成 す れ ば 良 い
は ず で あ る。 メ チ ル 基 の な い グ ア ノ シ ンをb1。ckingnucleosideとし て 持 っ
mRNA前駆 体 で は、 グ ア ノ シ ンの7位 がHeLa細胞 核 抽 出 液 中 と同 様 に卵 母 細 胞
核 中 で も メ チ ル 化 を 受 け、 通 常 の キ ャ ッ プ 構 造 に 変 換 され て し ま う可 能 性 が
充 分 考 え られ るの で、blockingnucleosideとし て ア デ ノ シ ンを 持 っmRNA前
駆 体 を 作 成 す る こ と に し た。 大 腸 菌S.11pB-Eオペ ロ ンの プ ロ モ ー タ ー と精 製 し
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図19.異 な る5'末 端 を 持 っmRNA前駆 体 の 合 成.
二 種 類 の ジ ヌ ク レオ チ ドプ ラ イ マ ー 、m7GpppGとApppGの構 造 を 示 し た。 図 の
右 側 に は、 上 か ら、 ガGpppGを プ ラ イ マ ー と し た 場 合 、 プ ラ イ マ ー の な い 場
合 、 そ し てApppGを プ ラ イ マ ー に し た 場 合 に そ れ ぞ れ 合 成 さ れ るRNAの5'






図20.mRNA前 駆 体 の 模 式 図
第 二 節 の 実 験 で 用 い た 田RNA前駆 体 を、 図12と 同 様 に模 式 的 に表 し た。
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PPGを 添 加 す る と、 既 に 述 べ た よ う にm7Gをblockingnucleosideとす る キ
ヤ ッ プ 構 造 を 持 っRNAが 合 成 さ れ る。 こ の 転 写 系 の 転 写 開 始 点 の 塩 基 はGで
あ る の で 、 プ ラ イ マ ー と し てApppGと い う ジ ヌ ク レ オ チ ド を 添 加 し た と き は
ア デ ニ ン をblockingnucleosideとし て 持 っRNAが 合 成 さ れ る は ず で あ る(
図19)。
卵 母 細 胞 核 へ の 微 量 注 入 実 験 に 用 い たmRNA前駆 体 を 図20に 模 式 的 に 表 し
た。 δEX14-15mRNA前 駆 体 をApppGを プ ラ イ マ ー と し て 合 成 し そ の 末
端 を 解 析 す る と、 合 成 さ れ たRNAの 約7割 が ア デ ニ ン をblockingnucleosid
eと し て 持 っ て お り、 残 り の 約3割 は、ApppGに よ る プ ラ イ ミ ン グ が 起 こ ら
な か っ た 結 果 生 じ た5'三 リ ン 酸 を 持 っ て い た。 こ のmRNA前駆 体 は 卵 母 細 胞
核 中 で 非 常 に 安 定 で あ り、20℃ 、40分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で 約20%
が 分 解 さ れ る だ け で あ っ た。 こ のRNAの 約30%が5'三 リ ン 酸 を 持 っ て い
る こ と と、5'三 リ ン 酸 を 持 っuncappedRNAは同 じ 条 件 で60-70%が 分
解 さ れ る こ と を 併 せ て 考 え る と、 ア デ ニ ン をblockingnucleosideとし て 持
っmRNA前駆 体 そ の も の は こ の 条 件 で は ほ と ん ど 分 解 さ れ て い な い と 考 え ら れ
る(デ ー タ は 示 さ ず)。
bア1カ"メ ガ ェ ル こお δEX14-15mRNA前.
の スovぐ'`こ …Nthの 均
mTGあ る い はAをblockingnucleosideとし て 持 っ 二 種 類 の δEX14-
15皿RNA前 駆 体 を 調 製 し、 そ のinvitroス プ ラ イ シ ン グ を 比 較 し て み た。 こ
れ 以 後、m76あ る い はAをblockingnucleosideとし て 持 っmRNA前駆 体 を、
便 宜 上 そ れ ぞ れm7G一皿RNA前駆 体 あ る い はA-mRNA前駆 体 と 呼 ぶ こ と に す る。 図
21bに 示 し た よ う に、A一 δEX14-15mRNA前 駆 体 に お い て も、m7G一δ
EX14-15mRNA前 駆 体 と 同 様 にHeLa細胞 核 抽 出 液 中 で 正 確 に ス プ ラ イ シ
ン グ を 受 け る こ と が 分 か っ た が、 そ の ス プ ラ イ シ ン グ 効 率 はm7G--mRNA前駆 体
の 場 合 の1/3-1/4程 度 に 低 下 し て い た。A一 皿RNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ン
グ 効 率 は5'三 リ ン 酸 を 持 っuncapPedmRNA前駆 体 と 同 程 度 で あ り、Aをbloc
kingnucleosideとし て 持 っ 偽 キ ャ ッ プ 構 造 は キ ャ ッ プ 構 造 と し て は 機 能 し
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図2、.異 な る5・ 末 端 構 造 を 持 っ δPX・4-・5・RNA前 駆 体 の ス プ ラ イ
シ ン グ 反 応.
δEX、4-・5,RNA前 駆 体 をm7GpPPGある い はApPPGをプ ラ イ マ ー と して
合 成 し た。 レー ンの 上 の ・・Gあ る い はAは ・ そ れ ぞ れ の ・R踊 駆 体 を 表 して
い る.(a),R輔 麟 を 卵 母 細 胞 核 に微 量 注 入 し・ 各 レー ン 上 に 示 し 鯖
間2。 ℃ で イ ンキ ュ ベ ー トし た 後、 卵 母 細 胞 か ら全RNAを 抽 出 し た・(b)
各mRNA前駆 体 を、H・L・細 胞 核 抽 出液 中 で・3・ ℃ ・3・ 分 間 イ ン キ ュベ 騨 ト
し た.RN嵯 物 を8H尿素 を 含 む6Xポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て
頒 し、 か トラ ジ オ グ ラ ム を と っ た・ レー ンMは ・ 堕IIで 切 断 し た プ ラ
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図22.卵 母 細 胞 核 に 微 量 注 入 さ れ た δEX14-15mRNA前 駆 体 の ス プ ラ
イ.シン グ 反 応 に 対 す るcompetitorRNAの影 響.
co叩etitorRNAは、(材 料 と 方 法)に 述 べ た 方 法 で 合 成 し た。m7G-mRNA前駆
体(レ ー ン1-6)あ る い はA-mRNA前駆 体(レ ー ン7-12)を 、 モ ル 比 に
し て 約70倍 のm7G。co叩etitor(レー ン1-3と レー ン7-9)あ る い はA-・
competitor(レー ン4-6と レ ー ン10-12)と 共 に、 卵 母 細 胞 核 に 微 量
注 入 し て、 そ の ス プ ラ イ シ ン グ を 図21aと 同 様 に 解 析 し た。
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NA前駆 体 のinvitroス プ ラ イ シ ン グ に お い て も、 後 に 示 す よ う にA-mRNA前駆
体 の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン はuncappedmRNA前駆 体 の 場 合 と 全 く 同 一 で あ り、
A-mRNA前駆 体 はHeLa細胞 核 抽 出 液 を 用 い たinvitroス プ ラ イ シ ン グ 系 に お い
て はuncappedmRNA前駆 体 の よ う に 振 舞 う こ と が 明 ら か に な っ た。
32Pで 標 識 し たm7G-cSEX14-15mRNA前 駆 体 を ア フ リ カ ツ メ ガ ェ ル 卵
母 細 胞 核 に 微 量 注 入 し、 注 入 後 一 定 時 間20℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後、 そ
の 卵 母 細 胞 を 液 体 窒 素 を 用 い て 凍 結 さ せ た。 凍 結 卵 母 細 胞 か ら(材 料 と 方 法)
に 述 べ た 方 法 でRNAを 抽 出 し、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 画
し た。 図21aに み ら れ る よ う に、20分 後 に は 二 っ の エ キ ソ ン が 連 結 さ れ
た 産 物 が 検 出 さ れ た。 他 に い く っ か のRNAバ ン ドが み ら れ た が 、 そ れ ら は 垣
vitroスプ ラ イ シ ン グ 系 に お い て み ら れ た 反 応 産 物 と 同 一 の も の で あ り、 ア
フ リ カ ツ メ ガ ェ ル 卵 母 細 胞 内 に お い て もHeLa細胞 核 抽 出 液 の 場 合 と 同 一 の ス
プ ラ イ ス 部 位 や ブ ラ ン チ 部 位 が 使 わ れ て ス プ ラ イ シ ン グ が 起 こ っ て い る こ と
が 分 か っ た(デ ー タ は 示 さ ず)。40分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で、 注 入 さ れ
たm7G-mRNA前駆 体 の 約40%が ス プ ラ イ ス さ れ た。
次 に、A一 δEX14-15mRNA前 駆 体 を 卵 母 細 胞 核 に 微 量 注 入 し、RNA産
物 を 上 と 同 様 に し て 調 べ た。A-mRNA前駆 体 は 卵 母 細 胞 核 中 でm7G-RNAと 同 等
か あ る い は そ れ 以 上 に 安 定 で あ る(後 述)に も か か わ ら ず、 そ の ス プ ラ イ シ
ン グ 効 率 は 低 く、m7G-mRNA前駆 体 の1/4程 度 で あ っ た(図21a)。
こ れ ら の 結 果 は、 卵 母 細 胞 の 核 内 に お い て も、5'キ ャ ッ プ 構 造 は 単 にmR
NA前駆 体 を 安 定 化 す る と い う 役 割 だ け で な く ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 に お い て 積
極 的 な 役 割 を 果 た し て い る こ と を 強 く示 唆 し て い る。 こ の こ と を 更 に 確 認 す
る た め に 次 の よ う なcompetition実験 を 行 っ た。SP6RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用
い たinvitro転写 系 を 用 い て プ ラ ス ミ ドpSP64(Heltonら,1984)のマ ル チ ク
ロ ー ニ ン グ 配 列 をm7GpppGあ る い はApppG存 在 下 で 転 写 す る こ と に よ り、 異
tな る 末 端 構 造 を 持 っ 二 種 類 のRNAcompetitor(57ヌ ク レ オ チ ド長)を 調 製
し た(材 料 と 方 法 を 参 照)。m7G一 δEX14-15mRNA前 駆 体 と 共 に、 こ れ
ら 二 種 類 のco叩etitor(m7G-competitorおよ びA-competitorと呼 ぶ)を モ ル
比 でmRNA前駆 体 の70倍 量 卵 母 細 胞 核 に 注 入 す る と、m7G-co皿petitorの場 合
は ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 を1/4程 度 に ま で 阻 害 し た の に 対 し て、A-competit
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orの場 合 は 全 く 阻 害 し な か っ た(図22レ ー ン1-6)。 し か し、 こ の 結 果
だ け で はco叩etitorに存 在 す る キ ャ ッ プ 構 造 がmRNA前駆 体 に 存 在 す る キ ャ ッ
プ 構 造 と 競 合 し て い る の で あ る と 明 確 に 断 言 す る こ と は で き な い。 す な わ ち、
ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 で あ る こ と が 分 か っ て い るsnRNAの 内、U6RNA以 外 のsn
RNAの5'末 端 に は メ チ ル 基 を 三 っ 持 っ たm227Gをblockingnucleoside
と し て 持 っ 特 徴 的 な キ ャ ッ プ 構 造 が 存 在 す る。co叩etitorのキ ャ ッ プ 構 造 は
こ のsnRNAの キ ャ ッ プ 構 造 と 競 合 す る こ と に よ っ て ス プ ラ イ シ ン グ 効 率 を 一
般 的 に 低 下 さ せ て い る 可 能 性 は 否 定 で き な い。 も し こ れ が 正 し い の な らm7G-
competitorはA・-mRNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 も 阻 害 す る は ず で あ る。 し
か し、 図22に 示 す よ う に(レ ー ン7-12)、 ゴG-competitorは、A-co皿P
etitorと同 様 、A一 δEX14-15mRNA前 駆 体 の ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 を 全 く
阻 害 し な か っ た。 こ の こ と はco叩etitorのキ ャ ッ プ 構 造 が 皿RNA前駆 体 の キ ャ
ッ プ 構 造 と 競 合 し て ス プ ラ イ シ ン グ を 阻 害 し て い る こ と を 示 し て お り、 卵 母
細 胞 核 内 に お い て もmRNA前駆 体 の キ ャ ッ プ 構 造 が ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 に お い
て 積 極 的 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 明 確 に な っ た。
ま た、 図22を み て 気 が 付 く こ と は、 皿7G-competitorはか な り 分 解 さ れ て
い る よ う に 見 え る(Cで 示 し た バ ン ドが 時 間 と共 に 下 方 に 移 っ て い る)の に
対 し て、A-competitorのバ ン ド は ほ と ん ど 変 化 し て い な い。 こ の こ と か ら も
卵 母 細 胞 核 内 に お い て、A-RNAはm7G・-RNAと同 等 か あ る い は そ れ 以 上 に 安 定
で あ る こ と が 裏 付 け ら れ る。 こ のA-RNAの 極 端 な 安 定 性 は、 ア デ ニ ン をb10C
kingnucleosideとし て 持 っ 様 なRNAは 生 体 内 に は 元 々 存 在 し な い の で、 そ
の 代 謝 系 も 存 在 し な い こ と に よ る の か も 知 れ な い。 な お、A-RNAが ガG-RNA
の 同 等 以 上 に 安 定 で あ る こ と はHeLa細胞 核 抽 出 液 中 に お い て も 当 て は ま る(
デ ー タ は 示 さ ず)。
invitroスプ ラ イ シ ン グ 系 に お い て は、m7G一δEX14-15mRNA前 駆 体
の ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 系 に モ ル 比 で70倍 のm7G-RNAを 加 え て も ス プ ラ イ シ
ン グ は ま っ た く 阻 害 さ れ な か っ た(デ ー タ は 示 さ ず)。 ま た、 こ の こ と と 関
連 し て、invitro系 に お い て は 核 抽 出 液 をm7GTPやm7GpPPG等の キ ャ ッ プ 構 造
類 似 体 で 前 処 理 す る と ス プ ラ イ シ ン グ が 阻 害 さ れ る の に 対 し て、 卵 母 細 胞 核
内 に お い て は キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 を 皿RNA前駆 体 の 注 入30分 前 に あ らか じ め
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注 入 し て お い て も ス プ ラ イ シ ング が 阻 害 さ れ な か っ た こ と も 指 摘 して お か ね
ば な ら な い(デ ー タ は 示 さ ず)。invitro系 と微 量 注 入 法 の 系 に お け る こ れ
らの 違 い の 理 由 は 明 か で は な い。
CEカ"メ ガ ェ ル こお 二 っ の ン ロ ン.っmRNA
前 の スv"ン'こ 、"「 浩 の
第 一 節 で 述 べ た よ う に、invitroスプ ラ イ シ ン グ 系 にお い て は キ ャ ップ 構
造 は5'上 流 の イ ン トロ ン の ス プ ラ イ シ ン グ だ け を 促 進 す る と い う結 果 が 得
られ た。 こ の 結 果 は、 卵 母 細 胞 核 内 に お い て も 当 て は ま る か ど うか を 調 べ る
こ と に し た。invitroの実 験 で 用 い たm7G一δEX13-14-15mRNA前 駆
体 を 卵 母 細 胞 核 内 に 微 量 注 入 し た と こ ろ、 下 流 側 の イ ン トロ ン(エ キ ソ ン1
4と15の 間 の イ ン トロ ン)の ス プ ラ イ シ ング は か な りの 効 率 で 起 こ る の に
対 して 上 流 側 の イ ン トロ ン(エ キ ソ ン13と14の 間 の イ ン トロ ン)の ス プ
ラ イ シ ング は 全 く起 こ らな い こ とが 分 か っ た。 ま た、 こ の 上 流 側 の イ ン トロ
ン だ け を 持 っm7G・一δEX13-14mRNA前 駆 体 も 卵 母 細 胞 核 内 で は全 く スプ
ラ イ シ ング を 受 けな い こ とが 明 らか にな っ た(デ ー タ は 示 さ ず)。 こ の こ と
の 理 由 は 明 か で は な いが、 ニ ワ トリ とア フ リカ ツ メガ ェ ル で は ス プ ラ イ ス部
位 の 共 通 配 列 が 若 干 異 な っ て お り、 こ の イ ン トロ ンの ス プ ラ イ ス 部 位 配 列 が
た ま た ま ア フ リ カ ツ メガ ェ ル の 共 通 配 列 か ら 大 き くは ず れ て い る の か も 知 れ
な い。
そ こ で、 卵 母 細 胞 核 内 で 効 率 よ く スプ ラ イ シ ン グ を 受 け る こ とが 分 か っ て
い る エ キ ソ ン14と15の 間 の イ ン トロ ン を 同 一 分 子 内 に 二 っ 持 っ よ う な 人
工 のmRNA前駆 体 を 作 成 す る こ と に し た(材 料 と方 法 を 参 照)。 そ の 際 に ど ち
らの イ ン トロ ンが 除 去 さ れ た か が ゲ ル パ タ ー ン か らす ぐ分 か る よ う に、 一 方
の イ ン トロ ン に だ け 中 央 部 に欠 失 を 導 入 す る こ と に し た(図20)。 こ の δ
EX14-15△N/14-15mRNA前 駆 体 の 中 央 の エ キ ソ ンは エ キ ソ ン1
5と14の キ メ ラ と な っ て い るが、 す べ て の ス プ ラ イ ス 部 位 配 列 や ブ ラ ン チ
部 位 配 列 は元 の ま まで あ る。 この δEX14-15△N/14-15mRNA前
駆 体 の スプ ラ イ シ ン グ に お け る キ ャ ップ 構 造 の 効 果 を、invitroスプ ラ イ シ
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図23.異 な る5'末 端 構 造 を 持 っ δEX14-15△N/14-15mRNA
前 駆 体 の ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 の キ ネ テ ィ ク ス.
m7G。mRNA前駆 体 あ る い はA-mRNA前駆 体 の スプ ラ イ シ ン グ 反 応 を、invitro系
(a)、 あ る い は 微 量 注 入 の 系(b)に お い て 解 析 し た。RNA産 物 は、8M尿
素 を 含 む5Xポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ り分 画 し た。(b)に お け
る 三 種 類 の バ ン ドを ゲ ル か ら切 り 出 し、 そ の 放 射 活 性(Cerenk。v光)を測 定
し、 各 時 点 で 残 存 す るmRNA前駆 体 に対 す る モ ル 比 を 計 算 し、 プ ロ ッ トし 孝(
c)。 黒 丸:上 流 側 イ ン トロ ン(△N)だ け が 除 去 さ れ た 分 子。 黒 三 角:下
流 側 イ ン トロ ン(N)だ け が 除 去 さ れ た 分 子。 黒 四 角:最 終 産 物。
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図23のaに 示 す よ う に、m7G一δEX14-15△N/14-15mRNA前
駆 体 をHeLa細胞 核 抽 出 液 で 処 理 す る と、 正 確 に 効 率 よ くス プ ラ イ シ ン グ 反 応
が 起 こ り、 三 っ の エ キ ソ ンが 連 結 さ れ た 最 終 産 物 が 効 率 よ く産 生 さ れ た。 ど
ち らか 一 方 だ け の イ ン トロ ンが 除 去 さ れ た よ うな 二 種 類 の 中 間 体 に注 目 し、
上 流 側 イ ン トロ ン(イ ン トロ ン ムN)だ けが 除 去 さ れ た 中 間 体 をRNAA、 下
流 側 イ ン トロ ン(イ ン トロ ンN)だ け が 除 去 され た 中 間 体 をRNABと 呼 ぶ こ
と にす る。m7G-mRNA前駆 体 の 場 合 は、RNAAが30分 で か な りの 量 が 産 生 さ
れ60分 以 後 は減 少 して い く。 三 つ の エ キ ソ ンの 連 結 され た 最 終 産 物 は60
分 で 急 激 に産 生 され て い る。RNABはRNAAよ りや や 遅 れ て 出現 す る。 こ の
結 果 は、 前 述 し たm7G-一(SEX13-14-15のinvitroの 結 果 と基 本 的 に
は 同 じで あ る が、 上 流 側 イ ン トロ ン の 方 が 下 流 側 よ り効 率 よ く除 去 さ れ る と
い う現 象 は こ の 場 合 そ れ ほ ど明 確 で は な い。 こ れ に 対 して、A一δEX14-
15△N/14-15mRNA前 駆 体 の 場 合 は、RNABの 産 生 は か な り の 効 率 で
起 こ る に も か か わ らず、RNAAと 最 終 産 物 の 産 生 は 極 端 に 阻 害 さ れ る。 こ の
A-mRNA前駆 体 で み ら れ た現 象 は、5'三 リ ン酸 の 末 端 を持 っuncappedδEX
13-14-15mRM前 駆 体 の ス プ ラ イ シ ング と全 く同 様 で あ る(図14参
照)。 こ の よ う に、A-mRNA前駆 体 はHeLa細胞 核 抽 出液 中 で 極 端 に 安 定 で あ る
に も か か わ ら ずinvitroスプ ラ イ シ ン グ 系 にお い て は キ ャ ップ 構 造 を持 た な
いmRNA前駆 体 と して 振 舞 う。
異 な る末 端 構 造 を 持 っ δEX14-15△N/14-15mRNA前 駆 体 を 卵
母 細 胞 核 に微 量 注 入 法 し た結 果 を 図23のbに 示 し た。 ま た、 こ の 図 のRNA
A、RNAB及 び 最 終 産 物 に 相 当 す る バ ン ドを ゲ ル か ら切 り 出 し て そ の 放 射 活
性 を 測 定 し、 各 時 間 にお け る 残 存mRNA前駆 体 に対 す るモ ル 比 を 計 算 しプ ロ ッ
トし た も の が 図23のcで あ る。m7G一皿RNA前駆 体 を 注 入 し た と きは、RNAA
と最 終 産 物 は か な り 効 率 よ く産 生 さ れ て い るの に 対 し てRNABの 産 生 は ほ と
ん ど検 出 で きな い。 しか し、A-mRNA前駆 体 の 場 合 に は、RNABの 産 生 は や や
増 加 す る の に 対 し てRNAAと 最 終 産 物 の 産 生 は 阻 害 さ れ た。 最 終 産 物 の 産 生
量 は ガG-mRNA前駆 体 の 場 合 と比 べ て 約1/4に 低 下 して い る。 こ の 結 果 は、
最 終 産 物 の 産 生 の 阻 害 がinVitrO程劇 的 で は な い け れ ど も、 概 ねinVitrOの
結 果 と 一 致 して い る。
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m7G-mRNA前駆 体 の 場 合 は、 上 流 側 イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ン グ の 方 が 下 流
側 よ り も、 キ ャ ップ 構 造 の 効 果 に よ っ て 効 率 よ く 起 こ っ て い る よ う に み え る。
この 現 象 が 二 っ の イ ン トロ ン の 固 有 の スプ ラ イ シ ン グ 効 率 の 違 い を 反 映 す る
もの で は な い とい う こ と を、 δEX13-14-15mRNA前 駆 体 の 場 合 と同
様 に 次 の よ う に して 確 認 し た。 各 イ ン トロ ン を単 独 に 持 っ δEX14-15
△NmRNA前駆 体 と δEX14-15mRNA前 駆 体 を 卵 母 細 胞 核 に注 入 し て 各 イ
ン トロ ン の ス プ ラ イ シ ン グ 効 率 を 比 較 して み る と、 δEX14-15の イ ン
トロ ン(下 流 側 イ ン トロ ン)の 効 率 の 方 が1.2-1.8倍 程 良 い こ と が 分
か っ た(デ ー タ は 示 さ ず)。 更 に、 この 二 っ の イ ン トロ ン の 位 置 を 前 後 逆 に
持 っmRNA前駆 体 で あ る δEX14-15/14-15△Nを 卵 母 細 胞 核 に微
量 注 入 法 し た と こ ろ、 キ ャ ップ 構 造 を持 っ 場 合 に は 上 流 側 イ ン トロ ン(δE
X14-15の イ ン トロ ン)の 方 が 下 流 側 イ ン トロ ン(δEX14-15△
Nの イ ン トロ ン)よ り も効 率 よ く除 去 され る こ とが 分 か っ た。 す な わ ち、 卵
母 細 胞 核 内 に お い て も、invitro系と同 様 にキ ャ ップ 構 造 は 位 置 的 に キ ャ ッ
プ 構 造 に近 傍 の 上 流 側 イ ン トロ ン の ス プ ラ イ シ ン グ を 促 進 す る と考 え ら れ る。
卵 母 細 胞 核 へ の 微 量 注 入 法 に よ っ て 得 られ た 以 上 の 結 果 か ら、 卵 母 細 胞 核
内 にお い て もHeLa細胞 核 抽 出 液 を 用 い たinvitroスプ ラ イ シ ング 系 と同 様 に、
キ ャ ッ プ 構 造 が 単 にmRNA前駆 体 を安 定 化 す る だ け で な くス プ ラ イ シ ング 反 応
に積 極 的 な 役 割 を 果 た して い る と言 え る。
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第3節.核 内 キ ャ ップ 構 造 結 合 蛋 白
aHeLaの"'告 の 口
第1節 及 び 第2節 に お い て述 べ た 実 験 結 果 は、 スプ ラ イ シ ン グ 反 応 に お け
る キ ャ ップ 構 造 の 効 果 が 核 内 に 存 在 しキ ャ ップ 構 造 を特 異 的 に認 識 す る よ う
な 因 子 に担 わ れ て い る こ と を 強 く示 唆 す る も の で あ る。 そ の 因 子 の 性 質 を 明
らか に す る こ とは、 スプ ラ イ シ ン グ の 機 構 を 理 解 す る 上 で の 大 きな 手 が か り
に な る か も知 れ な い と考 え て、 そ の よ うな 因 子 をHeLa細胞 核 抽 出 液 中 に 同 定
す る こ と を 試 み た。
筆 者 は、 キ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 を 検 出 す る ため に、 キ ャ ップ 構 造 を 持 っRN
Aを プ ロ ー ブ とす る ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 を 開 発 し た。 この 方 法 の 原 理 は、 も
し キ ャ ップ 構 造 結 合 因 子 が プ ロ ー ブRNAの キ ャ ッ プ 構 造 に結 合 す る と、 そ の
複 合 体 の 非 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 にお け る移 動 度 がfreeのプ ロ ー ブ よ り も遅 くな
る で あ ろ う と い う こ と に 基 づ い て い る。 も ち ろ ん、 あ る因 子一が プ ロ ー ブ の キ
ャ ッ プ 構 造 で は な くRNA鎖 の 部 分 に 結 合 し て もバ ン ドの シ フ トは 起 こ る。 し
か し、 そ の よ う に し て シ フ トし たバ ン ドは、 結 合 反 応 系 にm7GpppGやゴGTP等
の キ ャ ップ 構 造 類 似 体 をc。mpetitorとして 添 加 し た 場 合 や、 プ ロ ー ブ と し て
キ ャ ッ プ 構 造 を 持 た な いRNAを 用 い た 場 合 に も 出 現 す る は ず で あ る か ら、 キ
ャ ップ 構 造 そ の もの に結 合 し て い る 因 子 と は 区 別 で き る。 使 用 し たプ ロ ー ブ
は、 卵 母 細 胞 核 へ の 微 量 注 入 実 験 に お け るco叩etitorとし て 用 い た も の と同
じRNA、 す な わ ちpSP64ベク タ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ング 配 列 をSP6RNAポ リ
メ ラ ー ゼ で 転 写 し たRNA(57ヌ ク レオ チ ド長)を 用 い た。 こ のRNAは 、 当
然 イ ン トロ ン 配 列 を 持 っ て は い な い。 キ ャ ップ 構 造 を 持 っ プ ロ ー ブ と し て は
ガGpppGをプ ラ イ マ ー と し て 合 成 し たRNA(m7G-probeと呼 ぶ)を 、 キ ャ ッ
プ 構 造 を 持 た な いプ ロ ー ブ と し て は プ ラ イ マ ー を 用 い な い で 合 成 した5'三
リ ン酸 を持 っRNA(PPP-probeと呼 ぶ)を 使 用 す る こ と に し た。
HeLa細胞 核 抽 出 液 のKC1濃 度 を3HKC1を用 い て1MKC1に調 節 し、Cellulof
ineGCL-2000カラ ム を 使 っ てゲ ル 濾 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィー を 行 っ た。 各 フ ラ
ク シ ョ ン の キ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 を ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 で 検 定 し た。 図24
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図24.キ ャ ップ 構 造 結 合 因 子 の 同 定.
He.La細胞 核 抽 出 液(0.6皿1)を.3MKCIを用 い て1MKC1一バ ッ フ ァ ・-B(材 料
と方 法 参 照)に 調 整 し、 同 じバ ッ フ ァー で 平 衡 化 し たCellulofineGCL-2000
ゲ ル 濾 過 カ ラ ム(1.5x36cm)で 分 画 し、1m1ず っ フ ラ ク シ ョ ンを 集 め た。
キ ャ ッ プ 構 造 を持 つ プ ロ ー ブ(パ ネ ルA)及 び キ ャ ップ 構 造 を 持 た な い プ ロ
_ブ(バ ネ ルB)を 用 い て、 ゲ ル移 動 度 シ フ ト法 で、 各 フ ラ ク シ ョ ンの0・5
μ1分 の キ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 を検 定 し た。freeのプ ロ ー ブ の バ ン ドと、 キ
ャ ップ 構 造 結 合 因 子 に よ っ て シ フ トし た バ ン ドを、 そ れ ぞ れFとBで 示 し た。
同 じ カ ラ ム で 分 画 さ れ た 蛋 白 分 子 量 マ ー カ ー の 位 置 を 図 の 上 に示 し た。
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図25.キ ャ ッ プ 構 造 結 合 因 子 の 局 在 性.
HeLa細胞 か ら、 核 抽 出 液(NE;レ ー ン3-5)、 細 胞 質S100フ ラ ク シ ョ ン(
SIOO;レ ー ン6と7)、 お よ び リ ボ ソ ー ムhighsaltwashフラ ク シ ョ ン(RW
;レ ー ン8と9)を 調 製 し た(材 料 と方 法 を 参 照)。HeLa細 胞 約20万 個 分
に 相 当 す る 各 フ ラ ク シ ョ ン の キ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 を、 キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っ
プ ロ ー ブ(レ ー ン1,3,5,6,8)及 び キ ャ ッ プ 構 造 を 持 た な い ブ ロ ー
ブ(レ ー ン2,4,7,9)を 用 い て、 ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 で 検 定 し た。 レ
ー ン5で は、 核 抽 出 液 を あ らか じ め、150μMの ゴGTPと20℃ ・10分 間
pre-incubateした も の を 用 い た。 レー ン1と2で は、 フ ラ ク シ ョ ン を 加 え な
か っ た。F及 びBは 、 図24と 同 様 で あ る。*で 示 し た バ ン ド は、freeの プ
ロ ー ブ の 二 次 構 造 の 異 な る も の の バ ン ドで あ る。
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な く と も 数 本 の シ フ トし た バ ン ドが 両 方 の プ ロ ー ブ で み ら れ た。 ほ と ん ど の
バ ン ドはm7G-probeとPPP-probeの両 方 で み られ るが、Bで 示 し たバ ン ドだ
け はm7G-probeにお い て の み 出現 し た(パ ネ ルA)。 この バ ン ドBを ゲ ル か
ら切 り 出 して 除 蛋 白 処 理 後、 再 び 同 様 の ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 う と、freeのプ ロ
ー ブ の 位 置 に バ ン ドが み ら れ た(デ ー タ は 示 さ ず) 。 この こ とか ら、 こ の バ
ン ドBは プ ロ ー ブRNAが 共 有 結 合 的 な 構 造 変 換(例 えばRNAligation)する
こ と に よ っ て 出現 し た も の で は な く、 何 らか の 因 子 が キ ャ ップ 構 造 に 結 合 し
た た め プ ロ ー ブ の バ ン ドが シ フ トし た も の と思 わ れ た。 こ の バ ン ドBに 相 当
す る因 子 は カ ラ ム か ら分 子 量 約10万 ダ ル トン付 近 に溶 出 さ れ、 比 較 的 高 分
子 量 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た。 ま た、 こ の ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 で は 他 の キ ャ
ップ 構 造 結 合 因 子 は 同 定 で きな か っ た。
次 に、 この キ ャ ッ プ 構 造 結 合 因 子 のHeLa細胞 内 の 局 在 性 を 調 べ た。HeLa細
胞 を(材 料 と方 法)で 述 べ た よ う に、 核 抽 出 液、 細 胞 質S100フラ ク シ ョ ン、
及 び リボ ソー ムhighsaltwashフラ ク シ ョ ン(RWフ ラ ク シ ョ ン)の 三 っ に
分 画 し、 各 フ ラ ク シ ョ ンの キ ャ ップ 構 造 結 合 活 性 を 調 べ た。 図25は 、HeLa
細 胞 約20万 個 分 に 相 当 す る 各 フ ラ ク シ ョ ン を 用 い て ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 を
行 っ た も の で あ る。 キ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 の8割 程 度 が 核 抽 出 瀬(NE)中 に、
ま た約2割 が 細 胞 質S100フラ ク シ ョ ン に 存 在 す る こ とが 分 か っ た。RWフ ラ ク
シ ョ ン に は こ の 活 性 は ほ と ん ど検 出 で きな か っ た。 この 結 果 か ら、 この 因 子
(少な く と も 活 性 の あ る 因 子)は 、 そ の 大 部 分 が 核 内 に 存 在 す る こ とが 分 か
っ た。 こ の 因 子 のm7G・-probeへの 結 合 は キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 に よ っ て 阻 害 さ
れ る こ と か ら も(図25、 レー ン5)こ の 因 子 が キ ャ ップ 構 造 に 結 合 し て い
る こ とが さ ら に 確 認 さ れ た。 こ れ 以 後、 こ の 因 子 をCAPRECON(塾2RECOGNIT
IONFACTORIN即CLEI)と呼 ぷ こ と に す る。
b)核 内 キ ャ ップ 構 造 結 合 因 子 の 性 質
次 にHeLa細胞 核 抽 出 液 を 用 い てCAPRECONのキ ャ ップ 構 造 結 合 活 性 の 性 質 を
調 べ て み た。 こ の 結 合 活 性 はHicrococcusのヌ ク レア ー ゼ に耐 性 で あ るが、
蛋 白 分 解 酵 素 で あ るプ ロ テ イ ネ ー スK処 理 で 失 活 す る(図26Aの レー ン2







図26.キ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 の 性 質.
F,B及 び*で 示 す バ ン ドは、 図25と 同 様 で あ る。(A)HeLa細 胞 核 抽 出
液 を、1mMCaC12及 び70U!皿1Hicroc。ccusヌク レ ア ー ゼ の 存 在 下 で30℃
・30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、3mMEGTAで 反 応 を 停 止 さ せ た(レ ー ン
3)。 レ ー ン2の 場 合 は、 最 初 か ら3mMEGTAを 加 え て、 同 様 の イ ン キ ュ ベ
ー シ ヨ ン を 行 っ た。 レー ン1の 場 合 は、 核 抽 出 液 を、 単 に30℃ で30分 間
イ ン キ ュ ベ ー トし た。 レー ン4の 場 合 は、 核 抽 出 液 を、1mg/mlの プ ロ テ イ
ネ ー スK存 在 下 で、30℃ ・30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た。 そ れ ぞ れ の 処 理
を し た 核 抽 出 液 の0.3μ1分 の キ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 を、 キ ャ ッ プ 構 造 を 持
っ プ ロ ー ブ を 用 い た ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 で 検 定 し た。(B)核 抽 出 液0.3μ
1分 の キ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 を、 様 々 な 濃 度 のKCI存 在 下 で 検 定 し た。 レ ー
ン1は プ ロ ー ブ の み を 泳 動 し た。 レ ー ン2:0皿MKCI,3:25剛,4:50
mM,5:100mH,6:200皿M,7:500皿H,8:1000mM.
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図27.キ ャ ップ 構 造 結 合 活 性 に 対 す る キ ャ ップ 構 造 類 似 体 の 影 響.
30倍 に 希 釈 し た核 抽 出 液 を、 レー ン 上 に 示 す よ うな 様 々 な 濃 度 の キ ャ ップ
構 造 類 似 体 と20℃ で10分 間pre-incubateして か ら、 キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っ
プ ロ ー ブ で ゲ ル シ フ トを 行 っ た。F,B及 び*で 示 す バ ン ドは、 図25と 同
様 で あ る。
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この 活 性 はATPやHg2+、あ る い は5mMま で のEDTAを添 加 して も 全 く影 響 を 受
け な い こ とが 分 か っ た(デ ー タ は 示 さ ず)。 ま た、 こ の 結 合 活 性 に対 す るKC
l濃 度 の 影 響 を調 べ た と こ ろ(図26B)、25mH-500mMの 広 い 範 囲 の 濃 度 で
高 い 活 性 を 持 っ こ と が 分 か っ た。1MKCIの存 在 下 で さ え か な りの 結 合 が 起 こ
っ て い る こ とが 分 か る。 ま た、KCI50mHの条 件 で 一 旦 形 成 され た 複 合 体 が、
ど こ まで 高 塩 濃 度 のKC1に 耐 え られ るか を 同 様 に 調 べ た と こ ろ、700mMKC1
存 在 下 で も こ の 複 合 体 の 大 部 分 は 解 離 しな い こ とが 分 か っ た。 こ の 複 合 体 を
解 離 さ せ る た め に は 側 以 上 の 尿 素 が 必 要 で あ っ た(デ ー タ は 示 さ ず)。 こ の
極 端 な 塩 濃 度 耐 性 の 性 質 は、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い たCAPRECONの精 製
に 大 きな 武 器 とな っ た(後 述)。
次 にCAPRECONのキ ャ ップ 構 造 結 合 活 性 に 対 す る様 々 の キ ャ ップ 構 造 類 似 体
の 阻 害 効 果 を 調 べ た。 希 釈 し た核 抽 出 液 を 様 々 な 濃 度 の 各 キ ャ ップ 構 造 類 似
体 とpre-incubateして か ら、 ガG-probeを用 い て ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 を 行 っ
た。 そ の 結 果 を 図27に 示 し た。 こ れ らの 結 果 か らCAPRECONのキ ャ ップ 構 造
結 合 に 関 す る 次 の よ うな 性 質 が 示 唆 さ れ た。
1)キ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 がm7GpppGやガGTPによ っ て 阻 害 さ れ て い る がGppp
GやGTPには 阻 害 効 果 が な い こ とか ら、CAPRECONのキ ャ ッ プ 構 造 へ の 結 合 に は
blockingguanosineの7位メ チ ル 基 が 重 要 で あ る。
2)m7GDPやゴGHP(デ ー タ は示 さ ず)に は 阻 害 効 果 が な い こ とか ら、 三 リ ン
酸 基 の 存 在 が 結 合 に 重 要 で あ る と考 え られ る。
3)m7GpppGの方 が ゴGTPより も阻 害 効 果 が か な り高 い こ と か ら考 え て、CAPR
ECONのキ ャ ップ 構 造 の 認 識 に は、5'-ppp-5'のblocking構造 が 部 分 的 に 重 要
で あ る 可 能 性 が あ る。 この 可 能 性 は、 後 に 示 す 精 製 し たCAPRECONを用 い た ゲ
ル シ フ ト実 験 か ら も 示 唆 さ れ た。
invitroスプ ラ イ シ ング 反 応 がGpppGによ っ て 弱 く阻 害 され る理 由 は お そ
ら くGpppGが核 抽 出 液 中 で メ チ ル 化 され る か らで あ ろ う と い う こ と を以 前 に
述 べ た。 こ の こ と か ら考 え る と、 核 抽 出 液 の キ ャ ップ 構 造 結 台 活 性 が 高 濃 度
のGpppGによ っ て も 阻 害 さ れ な い こ と は 不 思 議 に 思 わ れ る か も 知 れ な い。 し
か し、invitroスプ ラ イ シ ン グ 反 応 系 と は 異 な り、 この ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法
の 反 応 系 に お い て は、 核 抽 出 液 が30倍 に希 釈 さ れ て い る た め に 充 分 な メ チ
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ル 化 が 起 こ り 得 な い か ら で あ る と 考 え ら れ る。
c・ ・'告 士A(CAPRECON)の 制
CAPRECONの実 体 を 明 ら か に す る た め に、HeLa細 胞 核 抽 出 液 か らCAPRECONの
精 製 を 試 み た。 精 製 は ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 を 活 性 の 検 定 法 に し て、(材 料 と
方 法)に 述 べ た 手 順 で 行 っ た。 簡 潔 に 言 え ば、2×101eのHeLa細 胞 か ら 調
製 し た 核 抽 出 液 をDEAE-celluloseカラ ム に10adし、150mMKC1の バ ッ フ ァ ー
で よ く 洗 っ た 後 、300mMKC1で 溶 出 す る(DE-300フ ラ ク シ ョ ン)。 こ れ を 次
にBio-GelA1.5mゲル 濾 過 カ ラ ム を 用 い て 分 画 す る。 活 性 の あ る フ ラ ク シ ョ
ン を 集 め(Bio-Aフ ラ ク シ ョ ン)、DEAE-Toyopear1カラ ム で 濃 縮 し た(DE-T
oyoフ ラ ク シ ョ ン)。 こ の フ ラ ク シ ョ ン をcapPedRNA-Sepharoseカラ ム にap
plyし 、 カ ラ ム 容 積 の20倍 の700mMKC1を 含 む バ ッ フ ァ ー で よ く洗 っ た 後、
4H尿素 を 含 む バ ッ フ ァ ー で 溶 出 し た(精 製CAPRECONフラ ク シ ョ ン)。capped
RNA-Sepharoseは、 ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 に 用 い た 皿7G-probeを大 量 に 合 成 し、
そ れ を 臭 化 シ ア ン で 活 性 化 し たSepharoseに結 合 さ せ る こ と に よ り 調 製 し た
(材 料 と 方 法 を 参 照)。 各 精 製 段 階 の フ ラ クシ ョ ン の 蛋 白 量 及 び 比 活 性 等 は
表1に 示 し た。 活 性 は、20ngのm7G-probeを 用 い た 標 準 の 反 応 系 で1ngの
プ ロ ー ブ を シ フ トさ せ る 活 性 を1ユ ニ ッ ト と 定 義 し た。 最 後 の4H尿 素 に よ る
溶 出 で か な り の 失 活 が み ら れ た に も か か わ ら ず、 核 抽 出 液 か ら 比 活 性 を 約1
000倍 に ま で 上 昇 さ せ る こ と が で き た(表1)。 こ の よ う に し て 精 製 し た
CAPRECONフラ ク シ ョ ン は ほ ぼ 完 全 にhomogeneityとな っ て お り、SDSゲ ル 電
気 泳 動 後 銀 染 色 す る と 約8万 ダ ル ト ン の 位 置 に 単 一 の バ ン ドが み ら れ た(図
28A)。 三 種 類 の 異 な る 末 端 構 造 を 持 っ プ ロ ー ブ を 用 い て、 精 製 し たCAPR
ECONの結 合 を 調 べ た 結 果 が 図28のBで あ る。CAPRECONはm7G-probeに効 率
よ く結 合 し そ の 結 合 は キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 に よ り 阻 害 さ れ る(レ ー ン1-3)
。 し か し、GpppGを プ ラ イ マ ー と し て 合 成 さ れ たG-probeに も 非 常 に 弱 く結
合 す る こ と か ら(レ ー ン4,5)、 キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 に よ る 阻 害 実 験 か ら
も 示 唆 さ れ て い た よ う に、CAPRECONは5'-PPP-5'のb1ocking構造 も 部 分 的 に
認 識 す る の か も 知 れ な い。 し か し、G-・probeを合 成 す る 過 程 で、SP6RNAポ
リ メ ラ ー ゼ 標 品 中 に 混 在 し て い た メ チ ル 化 酵 素 に よ っ てG-probeの 一 部 が そ
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表1.CAPRECONの 精 製.
総 蛋 白 量 総 活 性 比 活 性 回 収 率
(mg)(ユ ニ ッ ト)(ユ ニ ッ ト ノmg)(%)





*20ngのm7G-probeを 用 い る 標 準 の ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 の 反 応 系 で 、












図28.精 製 し たCAPRECONの純 度 と キ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 の 特 異 性
(A)精 製 し たCAPRECON(70ng)を 、12.5ZSDSゲ ル 電 気 泳 動(Laemmli,
1970)に よ っ て 分 画 し、 銀 染 色 し た。 同 時 に 泳 動 し た 蛋 白 分 子 量 マ 一ー:・カ ー の
位 置 を 左 側 に 示 し た。(B)精 製 し たCAPRECON(70ng)を 用 い た ゲ ル 移 動
度 シ フ ト。F,B及 び*で 示 す バ ン ドは、 図25と 同 様 で あ る。 プ ロ ー ブ は、
m?GpppGをプ ラ イ マ ー に し た も の(レ ー ン1-3)、GpppGを プ ラ イ マ ー に
し た も の(レ ー ン4と5)、 及 びApppGを プ ラ イ マ ー に し た も の(レ ー ン6
と7)の 三 種 類 を 用 い た。 レー ン2,3,5.7で は、 精 製 し たCAPRECON(
70ng)を 用 い た。.レ ー ン3で は、 精 製 し たCAPRECONを、150μHの 皿7GTPと
20℃ で10分 間pre-incubateして か ら 用 い た。 レ ー ン1,4,6で は、 プ
ロ ー ブ だ け を 泳 動 し た。
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の9uanosineの7位 に メ チ ル 化 を 受 け る こ と に よ りm7G-probeに変 換 さ れ た
と い う 可 能 性 は 排 除 で き な い。 ま た、CAPRECONとA-probeやPPP-probeとの
結 合 は 検 出 で き な か っ た(レ ー ン6,7、 デ ー タ は 示 さ ず)。
d・ ・'告 の スv"ン'のAA
CAPRECONがinvitroスプ ラ ィ シ ン グ 反 応 に 関 与 す る こ と の 証 拠 は 今 の と こ
ろ 得 ら れ て い な い。 す な わ ち、 精 製 し たCAPRECONをm7G一δEX14-15mR
NA前駆 体 のinvitroス プ ラ イ シ ン グ 系 に 添 加 し た が 、 ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 は
促 進 さ れ な か っ た。 ま た、m7G一δEX14-15mRNA前 駆 体 の ス プ ラ ィ シ ン
グ 反 応 を20μHの ガGppp6に よ っ て 阻 害 し て お き、 そ の 阻 害 効 果 をCAPRECON
の 添 加 に よ っ て 回 復 さ せ よ う と す る 試 み は、 成 功 し て い な い(デ ー タ は 示 さ
ず)。 し か し、 こ の よ う な 実 験 に は、 果 し て 充 分 量 のCAPRECONを添 加 し た か
ど う か と い う 問 題 が 常 に 付 き ま と う。CAPRECONの抗 体 等 を 用 い た も っ と 確 実
な 実 験 は 今 後 の 課 題 で あ る。
実 験 的 証 拠 は 得 ら れ て い な い が、CAPRECONはス プ ラ イ シ ン グ 反 応 に 関 与 す
る キ ャ ッ プ 構 造 結 合 因 子 の 有 力 な 候 補 で あ る。 従 っ て、CAPRECONが既 知 の ス
プ ラ イ シ ン グ 因 子 と 会 合 し て い る か ど う か を 調 べ る こ と は 重 要 で あ る と 考 え
て、 次 の よ う な 免 疫 沈 降 実 験 を 行 っ た。 自 己 免 疫 病 の 患 者 の 血 清 の 中 に は ス
プ ラ イ シ ン グ 因 子 で あ るsnRNPに 対 す る 抗 体 を 持 っ も の が か な り 存 在 す る。
そ の よ う な 抗 体 と プ ロ テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス を 用 い てCAPRECONの活 性 が 特 定
のsnRNPと 共 に 免 疫 沈 降 す る か ど う か を 調 べ る こ と に し た。 使 用 し た 血 清 と
免 疫 沈 降 法 の 詳 細 は(材 料 と方 法)で 述 べ た が、 そ れ ら の 血 清 に 含 ま れ る 抗
体 は 以 下 の 通 り で あ る。1)anti-U1,2)anti-U1とanti-Smの 混 合 物,3)
anti-Sm,4)anti-U2,5)正 常 ヒ ト血 清,6)anti-Sm単 ク ロ ー ン 抗 体
(Y-12)。Smと い う の は、 序 論 で 述 べ た よ う に メ ジ ャ ー なsnRNPに 共 通 に 存
在 す る 抗 原 で あ る。 こ れ ら の 血 清 を ま ず、 そ れ ぞ れ プ ロ テ イ ンAセ フ ァ ロ ー
ス と 混 合 し、 室 温 で2時 間 撹 拝 す る こ と に よ り、 血 清 に 含 ま れ る 抗 体 を プ ロ
テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス に 結 合 さ せ た。 次 に、 各 抗 体 の 結 合 し た プ ロ テ イ ンA
セ フ ァ ロ ー ス をHeLa細胞 核 抽 出 液 と 混 合 し、 イ ン キ ュ ベ ー トす る こ と に よ り、
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図29.キ ャ ップ 構 造 結 合 活 性 の 免 疫 沈 降(次 頁 に 続 く).
-80。
図29.キ ャ ツ プ 構 造 結 合 活 性 の 免 疫 沈 降(続).
(A)各 レー ン の 上 に 示 し た よ う なsnRNPに 対 す る 抗 体 を 含 む 血 清 を、 プ ロ
テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス と 混 合 し、 室 温 で2時 間 撹 搾 す る こ と に よ り、 血 清 に
含 ま れ る 抗 体 を プ ロ テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス に 結 合 さ せ た。 次 に、 各 抗 体 が 結
合 し た プ ロ テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス を、HeLa細 胞 核 抽 出 液 と 混 合 し イ ン キ ュ ベ
ー トす る こ と に よ り、 標 的 のsnRNPを 抗 体 一 プ ロ テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス に 結
合 さ せ た。 そ し て 遠 心 に よ っ て セ フ ァ ロ ー ス を 沈 澱 さ せ る こ と に よ り、 標 的
のsnRNPを 沈 澱 さ せ た。 こ の 時 の 上 澄 み をsupフ ラ ク シ ョ ン と し た。 沈 澱
は よ く 洗 っ た 後、IMKC1を 含 む バ ッ フ ァ ー を 用 い て 沈 澱 と 会 合 し て い る 因 子
を 溶 出 し、 そ の 溶 出 液 をpptフ ラ ク シ ョ ン と し た。 こ のsupフ ラ ク シ ョ
ン とpptフ ラ ク シ ョ ン 中 の キ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 を、 ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法
に よ っ て 検 定 し た。F,B及 び*で 示 す バ ン ド は、 図25と 同 様 で あ る。 レ
ー ン1と7:anti-U1 ,2と8:anti-U1とanti-S皿 の 混 合 物,3と9:anti
-Sm,4と10:anti-U2,5と11:正 常 ヒ ト血 清,6と12:anti-Sm
単 ク ロ ー ン 抗 体(Y-12).詳 細 は、 材 料 と 方 法 を 参 照 さ れ た い。(B)HeLa
細 胞 核 抽 出 液 を、anti-U2抗 体 を 結 合 さ せ た プ ロ テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス と 混
合 す る 際 に、 ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 に 使 用 し て い るRNAプ ロ ー ブ(約40ng)
を 同 時 に 加 え、 以 下 は(A)と 同 様 の 操 作 に よ りsupフ ラ ク シ ョ ン とpp
tフ ラ ク シ ョ ン を 調 製 し た。 各 フ ラ ク シ ョ ン を プ ロ テ イ ネ ー スK処 理 及 び フ
ェ ノ ー ル 処 理 を す る こ と に よ り 除 蛋 白 し、 エ タ ノ ー ル 沈 澱 に よ りRNAを 回 収
し、た。 回 収 し たRNAを8M尿 素 を 含 む5Zポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ
り分 画 し、 オ ー トラ ジ オ グ ラ ム を と っ た。 プ ロ ー ブ は、 レー ン1,2,4,
5.6.8の 場 合 はm7G-probe、レ ー ン3と7の 場 合 はppp-probe(uncapped
)を 用 い た。 レ ー ン4と8で は、150μHのm7GTPとpre-incubateし た 核 抽
出 液 を 用 い た。 レー ン1と5で は、 核 抽 出 液 の 代 わ り に、 核 抽 出 液 と 同 じ バ







図30.CAPRECONとU2snRNPの 会 合 に 関 す る 二 っ の モ デ ル.
(A)CAPRECON(NCBP)が、 直 接U2と 結 合 し て い る モ デ ル.(B)CAPRECON
(NCBP)が、endogenousなmRNA前駆 体 を 介 し て、U2と 会 合 す る モ デ ル.
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に よ っ て セ フ ァ ロ ー ス を 沈 澱 させ る こ と に よ り、 標 的 のsnRNPを沈 澱 さ せ た。
こ の 時 の 上 澄 み をsupフ ラ ク シ ョ ン と し た。 沈 澱 は よ く洗 っ た 後、IHKC1
を 含 む バ ッ フ ァ ー を 用 い て 沈 澱 と会 合 し て い る因 子 を 溶 出 し、 そ の 溶 出 液 を
pptフ ラ ク シ ョ ン と し た。 このsupフ ラ ク シ ョ ン とpptフ ラ ク シ ョ ン
中 の キ ャ ップ 構 造 結 合 活 性 を、 ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 に よ っ て検 定 し た。
図29Aに 示 す よ う に、2)U1&S皿 、3)S皿 、4)U2、6)Sm-monoclona
1の 抗 体 で キ ャ ップ 構 造 結 合 活 性 の 約1割 程 度 が 沈 降 す る が、1)U1や5)
正 常 血 清 で は 全 く沈 降 し な い こ とが 分 か っ た。 別 のanti-U1血清(anti-Ul
Ag、材 料 と方 法 を 参 照)を 用 い て も や は りキ ャ ッ プ 構 造 結 合 活 性 は 沈 降 し な
か っ た(デ ー タ は 示 さず)。CAPRECONを沈 降 させ る こ との で き る抗 体 の 共 通
項 はU2snRNPであ るの で、CAPRECONは部 分 的 に少 な く と もU2と会 合 し て い る
こ とが 示 唆 さ れ た。 も ち ろ んU2と抗 原 性 を 同 じ くす る他 の マ イ ナ ー なsnRNP
で あ る可 能 性 は あ る。 ま た、 沈 澱 に 存 在 す る キ ャ ップ 構 造 結 合 活 性 の 大 半 は、
沈 澱 か ら300mH程度 の 顕C1で溶 出 さ れ て く る こ とか ら(デ ー タ は 示 さ ず)、
CAPRECONとU2の会 合 は か な り弱 い も の と考 え られ る。
各 抗 体 は 核 抽 出 液 中 の す べ て の 標 的 を 沈 降 で き る だ け の 抗 体 価 を 持 っ て い
る の で、 約1割 の 活 性 しか 沈 降 しな い の は 抗 体 価 が 低 い た め で は な い。 核 抽
出 液 に 対 す る 血 清 の 割 合 を 増 や し て も、 沈 降 す る活 性 の 割 合 は 増 加 しな か っ
た(デ ー タ は 示 さ ず)。 ま た、 イ ン キ ュベ ー シ ョ ン に よ っ て こ の 割 合 が 増 加
す るか も知 れ な い と 考 え て、 核 抽 出 液 をinvitroスプ ラ イ シ ング の 条 件 で イ
ン キ ュ ベ ー トし たが 沈 降 す る割 合 は 変 化 し な か っ た。 ま た、HeLa細胞 核 抽 出
液 の 代 わ り にHeLa細胞 を そ の ま ま超 音 波 破 砕 し た ラ ィ セ ー トを 用 い て もや は
り同 様 の 結 果 が 得 ら れ た こ と か ら(デ ー タ は 示 さ ず)、 こ の 現 象 は 核 抽 出 液
を調 製 す る 際 のartefactでは な い と考 え ら れ る。CAPRECONその も の がU2抗原
あ る い はSm抗原 で あ る可 能 性 は 次 の よ うな 理 由 で 否 定 さ れ る。
1)U2抗 体 あ る い はSm抗体 を 用 い たWesternBlotting法に お い て、CAPRECON
の バ ン ドは 検 出 さ れ な いCデ ー タ は 示 さ ず)。
2)抗 体 価 が 充 分 で あ る に も か か わ ら ず、 約1割 のCAPRECONしか 沈 降 しな い。
3)CAPRECONとU2の会 合 は、300mM程度 の 塩 で 解 離 す る 程 度 の 弱 い結 合 で あ
り、 抗 原 一抗 体 の 結 合 と は 思 わ れ な い。
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こ の 免 疫 沈 降 実 験 の 結 果 は、 図30のAの よ う にCAPRECONとU2が必 ず し も
直 接 会 合 し て い る こ と を 証 明 す る も の で は な い。 す な わ ち、U2はmRNA前 駆 体
の ブ ラ ン チ 部 位 に 強 く 結 合 す る こ と が 分 か っ て い る の で、 図30のBの よ う
に 核 抽 出 液 中 のendogenousなmRNA前駆 体 を 介 し てCAPRECONと会 合 し て い る 可
能 性 が 考 え ら れ る。AとBの ど ち ら の モ デ ル が 正 し い か を 検 定 す る た め に 次
の よ う な 実 験 を 行 っ た。 ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 の ガG-probeをHeLa細胞 核 抽 出
液 と 混 合 し た 後、U2抗 体 を 結 合 し た プ ロ テ イ ンAセ フ ァ ロ ー ス を 用 い て 免 疫
沈 降 を 行 い、m7G-probeがU2抗 体 で 沈 降 す る か ど う か を 調 べ た。 こ の プ ロ ー
ブ は プ ラ ス ミ ドpSP64の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 配 列 に 由 来 す る も の で あ り、 ブ
ラ ン チ 部 位 配 列 を 持 っ て い な い の で、U2snRNPは プ ロ ー ブ そ の も の に は 結 合
し な い は ず で あ る。 も しAの モ デ ル が 正 し い の な ら、m7G-probeはCAPRECON
に 結 合 す る こ と に よ っ てU2と 共 に 沈 降 す る が、Bが 正 し い 場 合 はCAPRECONの
キ ャ ッ プ 構 造 結 台 部 位 が す で に 使 用 さ れ て い る の でm7G-probeは沈 降 し な い
は ず で あ る。 結 果 は 図29のBに 示 す よ う に、m7G-probeがU2抗 体 で 沈 降 す
る こ と が 分 か っ た(レ ー ン6)。 キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 が 核 抽 出 液 中 に 存 在 す
る 場 合 や 、 プ ロ ー ブ と し てppp-probeを用 い た 場 合 に は プ ロ ー ブ の 沈 降 が 阻
害 さ れ る こ と か ら(図29Bの レ ー ン7,8)、U2snRNPがm7G-probeに 直
接 結 合 し て い る 可 能 性 は 否 定 さ れ る。 従 っ て、CAPRECONの一 部 はU2snRNPと
直 接 会 合 し て い る と 思 わ れ る。 直 接 の 会 合 と 言 っ て も、CAPRECONがU2RNAの
trimethylguanosineのキ ャ ッ プ 構 造 に 結 合 し て い る 可 能 性 は 否 定 で き る。 そ
の 理 由 は、 一 っ は モ デ ルBの 否 定 と 同 様 の 理 由 で あ り、 も う 一 っ は 同 じ キ ャ
ッ プ 構 造 を 持 っUIRNAとCAPRECONが会 合 し て い な い と い う こ と で あ る。
'CAPRECONがダ イ マ ー 形 成 の 可 能 性 も 含 め て 複 数 の キ ャ ッ プ 構 造 結 合 部 位 を
持 っ こ と も あ り 得 る。 こ の 様 な 場 合 に は、 図29のBの 結 果 は 必 ず し もCAPR
ECONとU2の直 接 会 合 を 示 す も の で は な く な る と い う こ と を 付 け 加 え て お か ね
ば な ら な い。
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第IV章 考 察
a)ス プ}シ ン'"'ル の"'告
HeLa細胞 核 抽 出液 を 用 い たinvitroスプ ラ イ シ ング 系 に お い て も、 ア フ リ
カ ツ メ ガ ェ ル の 卵 母 細 胞 核 へ のmRNA前駆 体 の 注 入 実 験 に お い て も、 キ ャ ッ プ
構 造 が ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 に重 要 で あ る こ と を 示 す 結 果 が 得 られ た。 特 に、
卵 母 細 胞 核 へ の 注 入 実 験 に お い て は、 ア デ ノ シ ン をblockingnucleosideと
し て持 っmRNA前駆 体 をuncappedRNAとし て 用 い る と い う ト リ ッ ク を用 い る こ
と に よ りキ ャ ッ プ 構 造 の 効 果 をmRNA前駆 体 の 安 定 性 の 問 題 と切 り放 す こ と に
成 功 し、 キ ャ ップ 構 造 が 単 にmRNA前駆 体 を 安 定 化 す る だ け で な く スプ ラ イ シ
ン グ 反 応 に お い て 積 極 的 な 役 割 を 担 っ て い る こ と を 明 確 に 示 す こ とが で き た。
す な わ ち、 単 一 の イ ン トロ ンを 含 むmRNA前駆 体 に お い て は キ ャ ッ プ 構 造 は そ
の ス プ ラ イ シ ン グ効 率 を3-4倍 促 進 す る。 ま た、 二 っ の イ ン トロ ン を 持 っ
mRNA前駆 体 に お い て は、 キ ャ ップ 構 造 は そ の 構 造 に近 い方 の イ ン トロ ンの ス
プ ラ イ シ ング を 促 進 す る こ と に よ っ て、 結 果 的 に 三 っ の エ キ ソ ンが 効 率 よ く
連 結 さ れ る。 こ の よ う に ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 に お い て 積 極 的 な 役 割 を 果 して
い る キ ャ ップ 構 造 を、 両 ス プ ラ イ ス 部 位 配 列 や ブ ラ ンチ 部 位 配 列 に 続 く第 四
の スプ ラ イ シ ング シ グ ナ ル と呼 んで も さ しっ か え な い の か も知 れ な い。
ス プ ラ イ シ ング シ グ ナ ル と して の キ ャ ップ 構 造 に はblockingguanosineの
7位 の メ チ ル 基 が 重 要 で あ る こ とが 明 らか に な っ た。 しか し、 高 等 動 物 のmR
NA前駆 体 の キ ャ ップ 構 造 の 大 部 分 はblockingguanosineの隣 の ヌ ク レオ シ ド
の リボ ー ス の2'位 も メ チ ル 化 さ れ た タ イ プ1の キ ャ ップ 構 造 と して 存 在 し
てい る。 こ の リボ ー ス の メ チ ル 基 が スプ ラ イ シ ン グ に 重 要 で あ る か ど う か は
興 味 あ る と こ ろで あ る が、 次 の よ う な 理 由 で この メ チ ル 基 は スプ ラ イ シ ング
に は 重 要 で は な い と考 え られ る。 リ ポ ー ス の2'位 に も メ チ ル 基 を 持 っ キ ャ
ップ 構 造 類 似 体 で あ るm'GpppGmをプ ラ イ マ ー と し て 合 成 し たmRNA前駆 体 は、
HeLa細胞 核 抽 出 液 を 用 い たinvitroスプ ラ イ シ ン グ 系 に お い て は、m7GpppG
を プ ラ イ マ ー と して 合 成 し たmRNA前駆 体 と 同 様 の 効 率 で スブ ラ イ シ ング さ れ
る(デ ー タ は 示 さ ず)。 し か し、HeLa細胞 核 抽 出 液 に は 既 に 述 べ た よ う に グ
ア ノ シ ンの7位 を メ チ ル 化 す る酵 素 活 性 は 存 在 す るが、 リボ ー ス の2'位 を
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メ チ ル 化 す る2'・-O-methYltransferaseの活 性 は 検 出 で きな い(デ ー タ は 示 さ
ず;Saka皿otoら,1987)の で、 ゴ6一皿RNA前駆 体 が 核 抽 出 液 中 で2'-O-methy
1化 さ れ て か ら スプ ラ イ シ ング を 受 け て い る と は 考 え られ な い。
スプ ラ イ シ ング を 便 宜 上、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム形 成、 反 応 の 第 一 段 階、 及 び
反 応 の 第 二 段 階 の 三 っ に 分 け る と す る と、 スプ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル と し て の
キ ャ ッ プ 構 造 は ス プ ラ イ シ ング の ど の 段 階 を 促 進 す るの で あ ろ う か。 ス プ ラ
イ ス ソ ー ム 形 成 に キ ャ ップ 構 造 が 必 要 で あ る と い う報 告 が あ るが(Patzelt
ら,1987)、 筆 者 はA-一(5LEX14-15mRNA前駆 体 で もm7G一δEX14-1
5mRNA前駆 体 と ほ ぼ 同 様 の 効 率 で スプ ラ イ ス ソー ムが 形 成 され る とい う予 備
的 な 結 果 を 得 て い る。 両 者 の 違 い の 理 由 は 明 か で は な い が、 筆 者 は 次 の よ う
に考 え て い る。 ス プ ラ イ ス ソ ー ム は 動 的 な 構 造 で あ り、 ス プ ラ イ シ ン グ 反 応
が 完 了 す る と も っ と 小 さ な 複 合 体 に 解 離 す る こ とが 知 られ て い る(Konarska
とSharp,1987)。従 っ て、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム 形 成 の 効 率 を 厳 密 に比 較 す る た
め に は、 反 応 が 起 こ る前 の ご く初 期 の 時 点(10-15分)で 比 較 す る か、
あ る い は、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム 形 成 は 起 こ るが 反 応 は 起 こ らな い 条 件 で ス プ ラ
イ ス ソ ー ム 形 成 だ け を 比 較 す る必 要 が あ る。 幸 い、 核 抽 出 液 を2.5mMEDTA存
在 下 でpre-incubateする と スプ ラ イ ス ソー ム 形 成 だ けが 起 こ る と い う報 告 が
最 近 な さ れ た の で(Abmayrら,1988)、今 後 この 系 を 用 い て スブ ラ イ ス ソ ー
ム 形 成 に お け る キ ャ ップ 構 造 の 影 響 を 調 べ て い き た い。
反 応 の 第 一 段 階 あ るい は 第 二 段 階 に キ ャ ッ プ 構 造 が 関 与 す る か ど うか を 調
べ る に は、 次 の よ う な 実 験 が 考 え られ る。 既 に述 べ た よ う に核 抽 出液 を2.5m
HEDTAで処 理 す る と ス プ ラ イ ス ソー ム 形 成 だ けが 起 こ る。 この ス プ ラ イ ス ソ
ー.ムに末 処 理 の 核 抽 出 液 を 加 え る こ と に よ りス プ ラ イ シ ン グ 反 応 を 開 始 させ
る こ と が で き る。 ま た、 核 抽 出 液 を あ らか じめ 熱 処 理 し て お く と反 応 の 第 二
段 階 に 関 与 す る 因 子 が 失 活 す る た め 反 応 の 第 一 段 階 だ け を 起 こ す こ とが で き
る(KrainerとHaniatis,1985)。第 一 段 階 を 終 え た反 応 中 間 体 は ス プ ラ イ ス
ソ ー ム 中 に 安 定 に保 持 さ れ て お り、 これ に未 処 理 の 核 抽 出 液 を 加 え る こ と に
よ り反 応 の 第 二 段 階 を 開 始 させ る こ とが で き る(Sawaら,1988)。こ れ ら二
種 類 の 系 を 用 い て、 反 応 の 第 一 段 階 あ る い は 第 二 段 階 にお け る キ ャ ップ 構 造
の 重 要 性 を 調 べ る こ とが で き る。 す な わ ち、 スプ ラ イ ス ソ ー ム 形 成 だ け が 起
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こ っ たmRNA前駆 体、 あ る い は 反 応 の 第 一 段 階 だ け が 起 こ っ た 中 間 体 に 存 在 す
る キ ャ ップ 構 造 を、5'エ キ ソ ンの 一 部 に 相 補 的 な 合 成DNAとRNaseHを用 い
てRNA本 体 と 切 り放 し て か らス プ ラ イ シ ン グ 反 応 を 再 開 さ せ、 そ の 後 の 反 応
が 効 率 よ く起 こ るか ど うか を 調 べ る の で あ る。 こ の よ う な 実 験 は 原 理 的 に可
能 で あ るが、 対 照 を と る こ とが む ず か し く実 際 に は か な り困 難 で あ ろ う と思
わ れ る。 筆 者 自 身 は、 スブ ラ イ シ ン グ 反 応 が 開 始 し た後 に キ ャ ップ 構 造 が 関
与 す る と い う可 能 性 は 低 い と考 え て い る。
本 研 究 との 関 連 で 考 え る と、 β 一 グ ロ ビ ン遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー をRNAポ
リ メ ラ ー ゼ 皿 の プ ロ モ ー タ ー に 組 替 え た 人 工 遺 伝 子 は 細 胞 の 中 で ス プ ラ イ シ
ン グ を 受 けな い と い う報 告(Sis。diaら,1987)は非 常 に 興 味 深 い。 こ の 結 果
は 幾 通 り も の 解 釈 が 可 能 で あ るが、 β 一 グ ロ ビ ンの 転 写 物 にキ ャ ップ 構 造 が
形 成 さ れ な い こ とが スプ ラ イ シ ン グ の 起 こ ら な い 原 因 で あ る の か も知 れ な い。
b二 っ の'ロ'っmRNA前 の ス ー"'t
二 っ の イ ン トロ ン を 持 っmRNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ング に お い て、 キ ャ ップ
構 造 は 上 流 側 の イ ン トロ ンの ス プ ラ イ シ ン グ を 促 進 す るが、 下 流 側 イ ン トロ
ンの ス プ ラ イ シ ング に は 影 響 しな い こ とが 本 研 究 で 示 さ れ た。 キ ャ ップ 構 造
類 似 体 の 存 在 す る場 合 やuncapped-mRNA前駆 体 を 用 い た 場 合 に は、 上 流 側 イ
ン トロ ン だ け が 除 去 さ れ た 中 間 体(RNAA)の 産 生 と最 終 産 物 の 産 生 が 共 に
阻 害 さ れ る。 す な わ ち、 図31に 当 て は め て 考 え る と、 経 路B1は キ ャ ップ
構 造 の 有 無 に 関 わ り な くほ ぼ 一 定 の 効 率 で 起 こ っ て い る と考 え ら れ る が、 経
路A1及 びB2は キ ャ ップ 構 造 に 依 存 し て い る と考 え られ る。 経 路A2に 関
す るキ ャ ップ 構 造 依 存 性 は 明 か で は な い が、 筆 者 は 次 の よ うな 理 由 で 経 路A
2は キ ャ ップ 構 造 の 影 響 を 受 け て い る と考 え て い る。
1)A1とA2の 反 応 が 独 立 に起 こ る と す る と、RNAAは 通 常 の 単 独 の イ ン
トロ ン を 持 っmRNA前駆 体 と同 じで あ る の で、 キ ャ ップ 構 造 の 影 響 を受 け る と
考 え た ほ うが 自 然 で あ る。
2)キ ャ ップ 構 造 を 持 っ δEX13-14-15の ス ブ ラ イ シ ン グ を キ ャ ッ
プ 構 造 類 似 体 で 阻 害 す る 際 に、 最 終 産 物 の 産 生 の 方 がRNAAの 産 生 よ り も強








図31.二 っ の イ ン トロ ン を 持 っmRNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ング 経 路.
三 つ の エ キ ソ ン(1-3)と 二 っ の イ ン トロ ン を 持 っmRNA前駆 体 の スプ ラ イ
シ ング 経 路 を、 模 式 的 に 示 し た。
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た め で あ る と考 え る こ とが で き る。
3)同 様 に、GpppGをプ ラ イ マ ー に して 合 成 し た δEX13-14-15の
ス プ ラ イ シ ン グ はSAHCによ り阻 害 さ れ るが、 や は り最 終 産 物 の 産 生 の 方 がRN
AAの 産 生 よ り も強 く阻 害 され る(図18)。
図31に 示 し た 四 っ の 反 応 は 全 く独 立 に起 こ る の で あ ろ うか。 例 え ば、A
1とB1の 反 応 は独 立 に起 こ っ て い る と考 え られ る。 しか し、 例 え ばA1の
反 応 が 起 こ っ た 後 にA2の 反 応 が 起 こ る 場 合、A2は ス プ ラ イ ス ソー ム 形 成
を 一 か らや り 直 す の で は な く、A1で 形 成 さ れ た スプ ラ イ ス ソー ム を 部 分 的
に 利 用 す る と い う可 能 性 も あ る か も 知 れ な い。 し か し、 こ の 様 な 可 能 性 を 実
験 的 に 検 証 す る こ と は 困難 で あ ろ う。
二 っ の イ ン トロ ン を 持 っmRNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ング に お い て、 キ ャ ップ
構 造 を 持 た な い と き に は 下 流 側 の ス プ ラ イ シ ン グ(B1)の 方 が 上 流 側(A
1)よ り も効 率 が 良 い とい う現 象 が 本 研 究 で 用 い た す べ て の 皿RNA前駆 体 で み
られ た。 こ の こ と の 理 由 は 明 か で は な い が、B1の 反 応 の 場 合 は 上 流 側 の 二
つ の エ キ ソ ン お よび そ の 間 の イ ン トロ ンが 全 体 と して 一 っ の 大 き な5'エ キ
ソ ン と し て ス プ ラ イ シ ング が 起 こ っ て い る の に 対 し て、A1の 場 合 は、 下 流
の 二 っ の エ キ ソ ン お よび 一 っ の イ ン トロ ン が 一 つ の3'エ キ ソ ン と して 反 応
が 起 こ っ て い る と考 え られ る。 こ の こ とが 効 率 の 違 い の 原 因 な の か も知 れ な
い。 も う 一 っ の 考 え方 は、 一 っ のmRNA前駆 体 上 に スプ ラ イ ス部 位 が2セ ッ ト
あ る場 合 は、 何 らか の 理 由 で 下 流 側 の スプ ラ イ ス 部 位 の セ ッ トの 方 が 良 く認
識 さ れ る と い う可 能 性 で あ る。 こ の 可 能 性 は キ ャ ップ 構 造 の 促 進 効 果 の と こ
ろ で 再 び 述 べ る。 こ れ らの こ とを 考 え る と、 た と え同 一 の イ ン トロ ンを 二 っ
持 っmRNA前駆 体 の 場 合 で も 両 方 の イ ン トロ ンが 同 じス プ ラ イ シ ン グ 効 率 で あ
る と は 言 え な くな る。
最 終 産 物 に到 る ス ブ ラ イ シ ング 経 路 は、RNAAを 介 す る経 路 とRNABを 介
す る 経 路 の 二 っ が あ るが、 ど ち らの 経 路 が メ ジ ャ ー な の か と い う 問 題 が あ る。
(実験 結 果)の 章 に お い て は、uncappedmRNA前駆 体 を 用 い た 場 合 や キ ャ ッ プ
構 造 類 似 体 の 存 在 す る場 合 にRNAAの 産 生 と最 終 産 物 の 産 生 が 共 に 阻 害 さ れ
る の で、mRNA前駆 体 が キ ャ ッ プ 構 造 を 持 っ 場 合 に はRNAAを 介 す る経 路 が 主
な 経 路 で あ ろ う と い う考 察 を述 べ たが、 こ の 様 な 考 察 は 厳 密 性 に 欠 け る。 何
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故 な ら、 キ ャ ップ 構 造 が な い と経 路B2も 遮 断 さ れ る と考 え られ る か らで あ
る。 お そ ら く次 の よ うな 議 論 は 可 能 で あ ろ う。RNABを 介 す る 下 流 側 か らの
経 路 に 注 目 し よ う。B1の 反 応 は キ ャ ップ 構 造 に 関 わ り な く一 定 の 効 率 で 起
こ っ て い る と仮 定 す る と、m'G-・mRNA前駆 体 の スプ ラ イ シ ン グ に お け るB2の
反 応 を キ ャ ップ 構 造 類 似 体 等 で 遮 断 し た場 合、B2の 反 応 の 分 だ けRNABの
量 が 増 加 す る は ず で あ る。 例 え ば、 δEX13-14-15mRNA前 駆 体 の 場
合、m7G-mRNA前駆 体 に比 べ てuncapPed-mRNA前駆 体 の 方 がRNABの 産 生 が や
や 増 加 して い る(図14)。 っ ま り、m7G-mRNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ン グ に お
い て は、 そ のRNABの 増 加 分 だ けB2の 反 応(す な わ ち、RNABを 介 し た 最
終 産 物 の 産 生)が 起 こ っ て い る と考 え られ る。 こ の や や 乱 暴 な 議 論 を 本 研 究
で 用 い たmRNA前駆 体 に適 用 す る と、m7G一δEX13-14-15mRNA前 駆 体
やm7G-・δEX14-15・13-14mRNA前 駆 体 の 場 合 はRNABを 介 し た最
終 産 物 の 産 生 は10%以 下 で あ り、 大 部 分 の 最 終 産 物 はRNAAを 介 して 産 生
され て い る こ と に な る。 ま た、 卵 母 組 胞 核 へ の微 量 注 入 の 系 に お け るm7G・一(S
EX14-15△N/14-15mRNA前 駆 体 の ス プ ラ イ シ ング に お い て も最
終 産 物 の70%程 度 がRNAAを 介 し て 産 生 さ れ て い る とい う結 果 に な る。 こ
れ らの 議 論 は、 経 路B1が キ ャ ップ 構 造 の 有 無 に 関 わ り な く一 定 の 効 率 で 起
こ っ て い る と い う仮 定 で 行 っ た。 し か し、 キ ャ ッ プ 構 造 依 存 的 な 経 路 が 遮 断
され た 時 は、 経 路B1の 反 応 に関 与 し得 る ス プ ラ イ シ ン グ 因 子 の 数 が 実 質 的
に増 加 す る こ とに な るの で、 キ ャ ッ プ 構 造 が な い 時 の 方 がB1の 反 応 は よ り
効 率 よ く起 こ り得 る と考 え る こ と も で き る。 も し そ れ が 正 し い の な ら、RNA
Bを 介 して 最 終 産 物 が 産 生 され る割 合 は さ ら に 少 な い と い う こ と に な る。 ほ
ぼ 同 等 の ス プ ラ イ シ ング 効 率 の 二 っ の イ ン トロ ン を 持 っmRNA前駆 体 の ス プ ラ
イ シ ング に お い て、 大 部 分 の 最 終 産 物 がRNAAを 介 して 産 生 さ れ る と い う こ
と は 当 然 の こ と の よ う に筆 者 に は 思 わ れ る。 な ぜ な ら、RNAAを 介 す る 経 路
はA1,A2の 反 応 の 両 方 が キ ャ ップ 構 造 に よ っ て促 進 さ れ る の に 対 し て、
RNABを 介 す る経 路 で はB2だ け しか 促 進 され な い か らで あ る。 しか しな が
ら、 二 っ の イ ン トロ ンを 持 っmRNA前駆 体 に お い て 最 終 産 物 の 産 生 の 主 な 経 路
は 上 流 側 か らの 経 路 で あ る と い う こ の 結 果 は ど ん なmRNA前駆 体 に も 適 用 で き
る の で あ ろ う か。 こ の こ と は、 キ ャ ップ 構 造 が 存 在 す る場 合Alの 反 応 はB
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1の 反 応 よ り も 効 率 が よ い と い う本 研 究 で 得 られ た 結 果 が、 す べ て のmRNA前
駆 体 に 当 て は ま る か と い う 問 題 とつ な が っ て い る。 筆 者 の 考 え は 否 定 的 で あ
る。 本 研 究 で 用 い たmRNA前駆 体 に 含 まれ る 二 っ の イ ン トロ ン は す べ て 同 程 度
の 効 率 を 持 っ て い る こ と に 注 目 す べ きで あ る。 。 も し上 流 側 の イ ン トロ ン の
スプ ラ イ シ ング 効 率 が 極 端 に悪 い 場 合 は、 た と え キ ャ ップ 構 造 の 促 進 効 果 が
あ っ て もB1の 方 がA1よ りも 効 率 よ く起 こ る こ と も あ り 得 る で あ ろ う。 実
際、 下 流 側 イ ン トロ ンの ほ うが 先 に 除 去 さ れ る と い う例 も ア デ ノ ウ イ ル ス で
報 告 さ れ て い る(Gattoniら,1986)。そ の よ う な 場 合 は 最 終 産 物 は 主 にRNA
Bを 介 し て 産 生 さ れ る と考 え るの が 自 然 で あ ろ う。 この 問 題 も 実 証 可 能 な の
で 今 後 確 か め て い き た い。
本 研 究 の 他 に、 複 数 の イ ン トロ ン を持 っmRNA前駆 体 のinvitroスプ ラ イ シ
ン グ の 経 路 に 関 す る報 告 が、 筆 者 の 知 る 限 り三 っ あ る(Langら,1985;Lang
とSpritz,1987;Christoforiら,1987)。しか し、 い ず れ も キ ャ ップ 構 造 の
効 果 に は 全 く注 目 し て お らず、 ま た 各 イ ン トロ ン の 固 有 の スプ ラ イ シ ン グ 効
率 の 違 いが 考 慮 に 入 れ られ て い な い の で、 本 研 究 と比 較 す る こ と は あ ま り意
味 が な い と思 わ れ る。 た だ、Christoforiらの 報 告 の 中 の 二 っ の イ ン トロ ン
に お い て ス プ ラ イ ス ソー ム が 同 時 に し か も 独 立 に 形 成 され 得 る と い う結 果 は
注 目 に 値 す る。 筆 者 らの 系 の 二 っ の イ ン トロ ン を 持 っmRNA前駆 体 を 用 い て、
しか も キ ャ ップ 構 造 の 影 響 も含 め て、 この こ とを 追 試 し て み る こ と は 非 常 に
意 味 の あ る こ と で あ ろ う。
本 研 究 で 用 い た す べ て のmRNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ング に お い て、invitro
系、 微 量 注 入 の 系 を 問 わ ず エ キ ソ ン ジ ャ ン プ は 全 く検 出 で きな か っ た。 こ の
こ とは、 エ キ ソ ン ジ ャ ンプ を 防 止 す る機 構 が スプ ラ イ シ ン グ 機 構 そ の も の に
あ る こ とを 示 して い る と思 わ れ る。
。'土A
Cヤ 、'口
筆 者 は、 キ ャ ッ プ 構 造 を 持 つRNAを プ ロ ー ブ と す る ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 を
開 発 す る こ と に よ り、HeLa細 胞 核 抽 出 液 中 に キ ャ ッ プ 構 造 結 合 蛋 白 を 同 定 し、
そ れ をhomogeneityにま で 精 製 す る こ と に 成 功 し た。 こ の 蛋 白(CAPRECON)
はSDSゲ ル 電 気 泳 動 で 約8万 ダ ル ト ン の 分 子 量 を 示 し た。CAPRECONはキ ャ ッ
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プ 構 造 に 特 異 的 に安 定 に結 合 し、 そ の 結 合 に はblockingguanosineの7位
メ チ ル 基 が 重 要 で あ る こ とが 明 ら か に な っ た。 ま た、5'-PPP-5'のblocking
構 造 も 部 分 的 に 重 要 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た。 こ の こ と と 関 連 し て、CAPREC
ONがsnRNAに存 在 す るtri皿ethylguan。sineのキ ャ ップ 構 造 に 結 合 す るか ど う
か は 大 変 興 味 の あ る と こ ろ で あ る。 こ の こ と も今 後 調 べ て い き た い。 ま た、
CAPRECONと同 様 の 活 性 は、 ニ ワ ト リ脳 の 核 抽 出 液 や マ ウ ス の リ ン パ 球 系 の 培
養 細 胞 の 核 抽 出 液 等 に も 検 出 さ れ て お り(デ ー タ は 示 さ ず)、 高 等 生 物 の 核
に広 く分 布 し て い る こ とが 示 唆 さ れ る。
CAPRECONがスプ ラ イ シ ング に関 与 して い る と い う証 拠 は 今 の と こ ろ得 ら れ
て い な い。 しか し、CAPRECONが部 分 的 に せ よ スブ ラ イ シ ン グ 因 子 で あ るU2sn
RNPと会 合 して い る と い う結 果 が 得 られ た こ と か ら、 そ の 可 能 性 は 充 分 あ る
と考 え られ る。 精 製 し たCAPRECONを用 い て マ ウ ス を 免 疫 し て抗 体 を 得 よ う と
す る試 み を 行 っ た が、 今 の と こ ろ成 功 して い な い。 現 在、CAPRECONのア ミ ノ
酸 配 列 を 解 析 して お り、 そ れ が 決 定 さ れ れ ばCAPRECONのcDNAの単 離 が 可 能 に
な る。 更 にcDNAを用 い た 大 腸 菌 に よ るCAPRECONの大 量 合 成 が 可 能 にな る の で、
これ を 用 い て 抗 体 を 調 製 し、CAPRECONのス プ ラ イ シ ング へ の 関 与 を 調 べ る予
定 で あ る。
本 研 究 に お い て 行 っ たゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 に よ っ て は、HeLa細胞 核 抽 出 液
中 にCAPRECON以外 の キ ャ ッ プ 構 造 結 合 因 子 は検 出 で きな か っ た。 こ の こ と は、
HeLa細胞 核 抽 出液 中 にCAPRECON以外 の キ ャ ップ 構 造 結 合 因 子 が 存 在 しな い と
い う こ と を 必 ず し も意 味 しな い。 例 えば、 蛋 白合 成 の 際 に 働 く細 胞 質 の25キ
ロ ダ ル トン の キ ャ ッ プ 構 造 結 合 蛋 白(eIF4E)が 同 定 され て い る(Rhoadsの
総 説,1988)。 こ の 蛋 白 は リボ ソ ー ム のhighsaltwashフラ ク シ ョ ン に 存 在
す る は ず で あ るが、 ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 で は全 く検 出 さ れ な い(図25)。
こ の こ と の 理 由 は お そ ら くゲ ル移 動 度 シ フ ト法 で は 強 い 安 定 な 結 合 しか 検 出
で きな い こ と に よ る の だ と思 わ れ る。 実 際、elF4Eと キ ャ ップ 構 造 と の 結 合
は か な り 弱 い こ とが 知 られ て い る(Rhoadsの総 説,1988)。HeLa細胞 核 抽 出
液 中 に 存 在 す る キ ャ ッ プ 構 造 に弱 く結 合 す る よ う な 因 子 は この ア ッ セ イ 法 で
は 見 逃 して い る可 能 性 が あ る。
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図32.キ ャ ッ プ 構 造 を 標 識 し た δEX14-15mRNA前 駆 体 と、 核 抽 出 液
中 の 蛋 白 の、uvに よ るcrosslinki㎎.
100μHの ゴ6pppG存 在 下(一)、 あ る い は 非 存 在 下(+)で30℃ ・15
分 間pre-incubateしたHeLa細胞 核 抽 出 液 と、 キ ャ ッ プ 構 造 を 標 識 し た δEX
14-15mRNA前 駆 体 を 混 合 し、invitroス プ ラ イ シ ン グ の 条 件 で30℃ ・
30分 間 イ ン キ ュ ベ ー トし た。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 レ ー ン 上 に 示 す よ う
な 所 定 の 時 間 だ けUVを 照 射 し た。UV照 射 し た 反 応 液 は、RNase処 理 し た 後、
10ZSDSポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 画 し、 オ ー トラ ジ オ グ ラ ム
を と っ た。 同 じ ゲ ル で 泳 動 し た 蛋 白 分 子 量 マ ー カ ー の 位 置 を、 図 の 右 側 に 示
し た。 キ ャ ッ プ 構 造 に 特 異 的 な12万 ダ ル ト ン の 蛋 白 の バ ン ドを、arr。whea
dで 示 し た。
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eltら は、 ラ ベ ル し た キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 を 用 い たphoto-affinitylabelin
9に よ っ て、HeLa細 胞 中 に 分 子 量120,89およ び80キ ロ ダ ル ト ン の 三 っ の キ ャ
ッ プ 構 造 結 合 蛋 白 を 同 定 し た(Patzeltら,1983)。 ま た、RozenとSonenberg
は、UV-crosslinkingによ っ てHeLa細胞 核 抽 出 液 中 に115と20キ ロ ダ ル ト ン
の キ ャ ッ プ 構 造 結 合 蛋 白 を 同 定 し て い る(R。zenとSonenberg,1987)。CAPR
ECONは、 お そ ら くPatzeltらが 同 定 し た80キ ロ ダ ル トン の 蛋 白 と 同 じ も の で
あ ろ う と 考 え ら れ る。 筆 者 もUV-crosslinking法に よ っ て、CAPRECON以外 の
キ ャ ッ プ 構 造 結 合 蛋 白 をHeLa細胞 核 抽 出 液 中 に 同 定 す る こ と を 試 み た。 標 識
さ れ て い な いppp。δEX14-15皿RNA前 駆 体 を、[α 一32P]GTPとvaccin
iavirusguanylyltransferaseを用 い てcappingす る こ と に よ り、 キ ャ ッ プ
構 造 だ け が 標 識 さ れ たmRNA前駆 体 を 調 製 し た。 こ のmRNA前駆 体 をHeLa細胞 核
抽 出 液 とinvitr。ス プ ラ イ シ ン グ の 条 件 で30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し、 そ こ
にUVを 照 射 す る こ と に よ りmRNA前駆 体 に 結 合 し て い る 蛋 白 をRNAにcrosslin
kさ せ た。RNase処 理 に よ っ てRNAを 分 解 す る と、 キ ャ ッ プ 構 造 に 結 合 し て
い た 蛋 白 が 標 識 さ れ る こ と に な る。 こ れ ら の 蛋 白 をSDSゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ
て 解 析 す る の で あ る。 図32に 示 す よ う に、 分 子 量 約120,65,35およ び30キ
ロ ダ ル ト ン の 四 っ の 蛋 白 が キ ャ ッ プ 構 造 にcrosslinkされ た。 し か し、 核 抽
出 液 を キ ャ ッ プ 構 造 類 似 体 で 前 処 理 し て お く と120キ ロ ダ ル ト ン の バ ン ドだ
け が 消 失 す る こ と か ら、120キ ロ ダ ル ト ン の 蛋 白 が キ ャ ッ プ 構 造 特 異 的 に 結
合 し て い る こ と が 分 か る。 こ の 結 果 か ら、 こ の 蛋 白 がinvitroス プ ラ イ シ ン
グ の 条 件 でmRNA前駆 体 の キ ャ ッ プ 構 造 に 結 合 す る こ と が 明 ら か に な っ た。 こ
の 蛋 白 はPatzeltら とRozenとSonenbergが、 そ れ ぞ れ120あ る い は115キ ロ ダ
ル ト ン と 同 定 し た 蛋 白 と お そ ら く 同 じ も の で あ ろ う と 思 わ れ る。 し か し、 こ
のUV-crosslink法に も 限 界 が あ る こ と が 分 か っ た。 す な わ ち、CAPRECONとm7
G-probeの結 合 は ゲ ル 移 動 度 シ フ ト法 で は 感 度 良 く検 出 さ れ る が 、UV-cross
link法で は ほ と ん ど 検 出 さ れ な い(デ ー タ は 示 さ ず)。 各 方 法 の 限 界 を 認 識
す る べ き で あ ろ う。 こ れ ら の 核 内 キ ャ ッ プ 構 造 結 合 蛋 白 の ど れ が ス プ ラ イ シ
ン グ に 関 与 し て い る か を 明 ら か に す る た め に は、 そ の 蛋 白 を 精 製 す る こ と が
必 要 で あ る。 こ れ ら の 蛋 白 の 内 で、 精 製 さ れ、 そ の 性 質 が 明 ら か に な っ た の
はCAPRECONだけ で あ る。 こ れ ら の キ ャ ッ プ 構 造 結 合 蛋 白 の 生 物 学 的 機 能 を 明
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らか に す る こ と は 今 後 の 課 題 と して 残 さ れ て い る。
d)キ ャ ッ プ 構 造 に よ る ス プ ラ イ シ ング の 促 進 機 構
キ ャ ップ 構 造 に よ る ス プ ラ イ シ ン グ の 促 進 機 構 につ い て は今 の と こ ろ 全 く
不 明 で あ るが、 い くっ か の モ デ ル を 考 え る こ と は で き る(図33)。Aの モ
デ ル は、 キ ャ ップ 構 造 が、 スプ ラ イ シ ン グ 反 応 に 必 要 なmRNA前駆 体 の 二 次 構
造 のunwindingに関 与 して い る と い う モ デ ル で あ る。 こ の モ デ ル は、 保 存 さ
れ た 二 次 構 造 を と る よ う なRNA、 例 えばrRNAやtRNAには キ ャ ップ 構 造 が な い
と い う と こ ろ か ら発 想 し た もの で あ る。 こ の モ デ ル で は、RNAhelicaseがキ
ャ ップ 構 造 あ る い は キ ャ ップ 構 造 に 結 合 し て い る キ ャ ッ プ 構 造 結 合 蛋 白 を標
的 に し てmRNA前駆 体 に 結 合 し、 そ の 下 流 のRNAをunwindする と い うふ う に 考
え る。 キ ャ ップ 構 造 結 合 蛋 白 そ の も の がhelicaseであ っ て も よ い の か も 知 れ
な い。 も し、 この モ デ ル が 正 し い の な ら、HeLa細胞 核 抽 出 液 中 に は キ ャ ップ
構 造 に 依 存 し たRNAhelicaseが存 在 す る は ず で あ る。 しか し、 筆 者 ら はHeLa
細 胞 核 抽 出 液 中 に 弱 いRNAhelicase活性 を 検 出 し たが、 そ の 活 性 は キ ャ ップ
構 造 に 非 依 存 的 で あ っ た(デ ー タ は 示 さ ず)。
キ ャ ップ 構 造 の ス プ ラ イ シ ン グ の 促 進 効 果 は、mRNA前駆 体 が 単 一 の イ ン ト
ロ ン を 含 む 場 合 は3-4倍 程 度 で あ るが、 二 っ の イ ン トロ ン を持 っmRNA前駆
体 の 上 流 側 イ ン トロ ン に 対 し て は20-30倍 も 促 進 す る(図14)。 こ の
こ とは、 一 っ のmRNA前駆 体 上 で 複 数 の スプ ラ イ ス 部 位 が 競 合 して い る場 合 に、
キ ャ ップ 構 造 の 効 果 が 顕 著 にな る と い う こ と を 示 唆 して い る。 モ デ ルBは 、
スプ ラ イ ス部 位 のscanningmechanismのentryをキ ャ ップ 構 造 が 促 進 す る と
い.うモ デ ル で あ る。 単 一 の イ ン トロ ン し か 持 た な いmRNA前駆 体 に お い て は、
ス プ ラ イ ス 部 位 が も と も と1セ ッ ト しか な いの で キ ャ ップ 構 造 の 促 進 効 果 が
弱 く し か 出 な い。 二 つ の イ ン トロ ン を 持 っmRNA前駆 体 に お い て は、 キ ャ ップ
構 造 を 持 たな い と き に は な ぜ か 下 流 側 の イ ン トロ ンの 方 が 効 率 よ く除 去 さ れ
る と い う現 象 が あ る(図14C、 図16B、 図23)。 こ の こ と か ら考 え て、
キ ャ ッ プ 構 造 が な い 場 合 に は(よ く分 か らな い 理 由 に よ っ て)下 流 側 の イ ン
トロ ン の ス プ ラ イ ス 部 位 が 主 に捜 し 出 さ れ るが、 上 流 側 イ ン トロ ン の ス プ ラ













図33.キ ャ ッ プ 構 造 に よ る ス プ ラ イ シ ン グ の 促 進 機 構 に 関 す る 三 っ の モ デ
ル.
(A)キ ャ ッ プ 構 造 が 、mRNA前 駆 体 の 二 次 構 造 のunwindingに関 与 す る と い
う モ デ ル.(B)キ ャ ツ プ構 造 が、 ス プ ラ イ ス 部 位 のscanning皿echanis皿の
entry部 位 で あ る と い う モ デ ル.(C)キ ャ ッ プ 構 造 が 、 ス プ ラ イ ス ソ ー ム
形 成 に 関 与 す る と い う モ デ ル.
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知 れ な い。 キ ャ ップ 構 造 が あ る 場 合 に は、scanningmachanismがキ ャ ッ プ 構
造 か らentryして く る の で 上 流 の イ ン トロ ンの ス プ ラ イ ス 部 位 が 下 流 の イ ン
トロ ン よ り も よ く認 識 さ れ る よ う に な る と 考 え る の で あ る。 この モ デ ル は 魅
力 的 で は あ るが、scanningmechanis皿が 存 在 す る とい う実 験 的 証 拠 は 今 の と
こ ろ な い。
Cの モ デ ル は、 キ ャ ップ 構 造 あ る い は そ れ に結 合 し た蛋 白 が ス プ ラ イ シ ン
グ 因 子 の 集 合 を 助 け る と い う モ デ ル で あ る。 ス プ ラ イ ス ソ ー ム 形 成 が キ ャ ッ
プ 構 造 に 依 存 し て い る と い う報 告(Patzeltら,1987)は、 こ の モ デ ル を 支 持
す る か の よ う に思 わ れ るが、 こ の 報 告 はAやBの モ デ ル と 必 ず し も矛 盾 す る
わ け で は な い。 しか し、 本 研 究 に よ っ て 同 定 され たCAPRECONがU2snRNPと会
合 し て い る と い う結 果 を 合 わ せ て 考 え る と 大 変 興 味 深 い。 ひ ょ っ と し た ら、
キ ャ ッ プ 構 造 に結 合 す るCAPRECONとブ ラ ンチ 部 位 に結 合 す るU2が会 合 し て い
る とい う こ とが、5'ス プ ラ イ ス 部 位 と3'ス プ ラ イ ス 部 位 が 会 合 す る 確 率
を高 め て い る の か も知 れ な い。 も し、 こ の 考 えが 正 し い の な ら、5'エ キ ソ
ンが 長 くな る にっ れ て、 キ ャ ッ プ 構 造 の 促 進 効 果 が 低 下 して 行 くは ず で あ る
が、 筆 者 の 予 備 的 な 実 験 結 果 は こ の 考 え に 否 定 的 で あ る(デ ー タ は示 さ ず)。
ま た、 こ のCの モ デ ル で は、 キ ャ ッ プ 構 造 あ る い は そ れ に結 合 す る因 子 が、
U4/U6+U5複合 体 がentryして くる 時 の 標 的 に な る と い う こ と も考 え られ る。
他 に、 スプ ラ イ シ ン グ の 反 応 が 開 始 され た後 に キ ャ ップ 構 造 が 関 与 し、 何
らか の 機 構 で 反 応 そ の もの を 促 進 す る と い うモ デ ル も 考 え られ る が、 そ の よ
うな 可 能 性 は 薄 い と 筆 者 は 考 え る。
e)キ ャ ップ 構 造 に よ る促 進 効 果 の 限 定 性 の 問 題
キ ャ ッ プ 構 造 に よ る スプ ラ イ シ ング の 促 進 機 構 と密 接 に 関 連 し て い る重 要
な 問 題 は、 何 故 キ ャ ップ 構 造 の 効 果 が キ ャ ップ 構 造 に 近 い 側 の イ ン トロ ンに
し か 及 ば な い の か と い う こ とで あ る。 キ ャ ップ 構 造 の 効 果 の 限 界 に関 し て 二
っ の 考 え 方 が で き る。 一 っ め は、 キ ャ ップ 構 造 の 効 果 は キ ャ ップ 構 造 か らの
絶 対 的 距 離 が 問 題 で あ り、 一 定 の 距 離 以 下 の イ ン トロ ン に しか 及 ば な い と い
う モ デ ル(モ デ ル1)で あ る。 も う 一 っ は、 キ ャ ップ 構 造 の 効 果 は 絶 対 的 距
離 に は 関 係 な く、 キ ャ ップ 構 造 に よ り近 い 方 の イ ン トロ ン に 及 ぶ とい う モ デ
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ル(モ デ ル2)で あ る。 こ れ ら の モ デ ル は 実 験 的 に 検 証 可 能 で あ る。 例 え ば、
δEX13-14-15mRNA前 駆 体 を 例 に と っ て 考 え る と、 こ の 皿RNA前駆 体
で は も と も と キ ャ ッ プ 構 造 の 効 果 は 上 流 の イ ン トロ ン に しか 及 ぼ な い の だ が、
上 流 側 イ ン トロ ンの 両 方 の スプ ラ イ ス 部 位 配 列 に 変 異 を導 入 し て ス プ ラ イ シ
ン グ が 起 こ らな く し た場 合、 キ ャ ッ プ 構 造 の 効 果 が 後 ろの イ ン トロ ン に及 ぶ
よ う に な る か ど う か を 調 べ る の で あ る。 も し、 モ デ ル1が 正 し い の な ら、 キ
ャ ップ 構 造 と後 ろの イ ン トロ ンの 距 離 は 変 化 して い な い の で、 後 ろ の イ ン ト
ロ ン に は キ ャ ップ 構 造 の 効 果 は 及 ば な い は ず で あ る。 逆 に モ デ ル2で は 後 ろ
の イ ン トロ ン の スプ ラ イ シ ン グ が キ ャ ップ 構 造 の 影 響 を 受 け る よ う に な る は
ず で あ る。
キ ャ ップ 構 造 の 効 果 が5'側 の イ ン トロ ン に しか 及 ば な い と い う こ との 背
景 に あ る機 構 に関 し て、 も う一 っ の 疑 問 が 湧 く。 例 えば δEX13-14-
15mRNA前駆 体 の エ キ ソ ン13を ど ん ど ん 長 く し て 行 っ た ら キ ャ ップ 構 造 の
効 果 は ど うな る の だ ろ う か とい う疑 問 で あ る。 上 述 の モ デ ル1が 正 し い な ら、
あ る程 度 の 長 さ にな る とキ ャ ッ プ 構 造 の 効 果 は 二 っ の イ ン トロ ン の い ず れ に
も及 ば な くな る は ず で あ る。 キ ャ ッ プ 構 造 と二 っ の イ ン トロ ン の 距 離 が 近 似
的 に等 し くな る ぐ ら い まで エ キ ソ ン13を 長 く し た ら、 キ ャ ップ 構 造 の 効 果
は ど うな るの で あ ろ う か。 も し、 図33の モ デ ルBの よ う に キ ャ ップ 構 造 か
らのscanningがあ る と し た ら、 キ ャ ッ プ 構 造 の 効 果 は や は り上 流 側 の イ ン ト
ロ ン に しか 及 ば な い で あ ろ う。 しか し、 キ ャ ップ 構 造 の 促 進 効 果 が 上 流 の イ
ン トロ ン に し か 及 ば な い と い う現 象 が、 キ ャ ップ 構 造 と各 イ ン トロ ンが ラ ン
ダ ム に 衝 突 す る 確 率 が 上 流 側 の イ ン トロ ン の 方 が は る か に 高 い こ と に起 因 し
て い る とす れ ば、 エ キ ソ ン13を 充 分 長 くす れ ば キ ャ ッ プ 構 造 と 衝 突 す る 確
率 は 二 っ の イ ン トロ ン で 同 じ に な る は ず で あ るか ら、 キ ャ ッ プ 構 造 の 効 果 は
二 っ の イ ン トロ ン に 分 配 さ れ る か、 あ る い は キ ャ ッ プ 構 造 の 効 果 が 希 釈 され
て 消 失 し て し ま うか の ど ち らか が 起 こ る は ず で あ る。
以 上 に述 べ た実 験 は 実 際 に 実 施 可 能 な も の も 多 々 あ るの で、 今 後、 実 験 的
にキ ャ ップ 構 造 の 促 進 効 果 の 実 体 を 探 っ て い き た い。
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第V章 今 後 の 課 題
最 後 に、 皿RNAスプ ラ ィ シ ング の 研 究 に お け る今 後 の 課 題 と思 わ れ る も の に
つ い て、 筆 者 の 考 え を簡 単 に述 べ て、 この 博 士 論 文 の 締 め く く り と し た い。
a)mRNAスプ ラ イ シ ング と核 マ トリ ク ス
核 マ トリ ク ス は、 元 来、DNaseとRNase処理 を し た 核 を 高 濃 度 の 塩 と界 面 活
性 剤 で 洗 っ た 後 に残 る不 溶 性 の 構 造 物 と定 義 さ れ るが、 主 に 蛋 白 性 の 繊 維 の
internalnetworkから成 っ て い て、 形 態 的 に は 核 の 形 を 保 持 して い る。 核 マ
ト リ ク ス は、DNA複 製 や 転 写、 お よ びRNAプ ロ セ ッ シ ング の 起 こ る場 所 で あ
る と示 唆 され て き た(Bouteilleらの 総 説,1983)。mRNA前駆 体 と 成 熟mRNAが
共 に核 マ ト リ ク ス に 結 合 し て い る こ とが 示 さ れ、mRNAスプ ラ イ シ ング は 核 マ
ト リ ク ス 上 で 起 こ る と考 え られ た(Ciejekら,1982)。Zeitlinらは、 核 マ
トリ ク ス に 結 合 し た ウ サ ギ β 一グ ロ ビ ン のmRNA前駆 体 の ス プ ラ イ シ ング 反 応.
がinvitroでチ ェ イ ス で き る こ と を 明 か に し、 ス プ ラ イ シ ング が 核 マ ト リク
ス 上 で 起 こ る こ との 直 接 的 な 証 拠 を 示 し た(Zeitlinら,1987;Zeitlinら,19
88)。今 後 の 皿RNAスプ ラ イ シ ング の 研 究 は、 核 抽 出 液 一 辺 倒 か ら 卒 業 し て、
核 マ ト リ ク ス と の 関 係 で 考 え るべ きで あ る。 っ ま り、 よ りinvivoに近 い方
向 を 模 索 す る べ きで あ る と思 う。 こ の こ と と関 連 して、mRNA前駆 体 が ど の 様
な 因 子 を 介 し て 核 マ トリ ク ス に結 合 し て い るか を 調 べ る こ と は 重 要 で あ る と
筆 者 は 考 え て い る。 これ はmRNAの核 か ら細 胞 質 へ の 輸 送 と も関 連 し た問 題 で
あ る に 違 い な い。mRNAが核 マ ト リク ス に 結 合 して い る 限 り は、 決 し て 細 胞 質
へ に 輸 送 され 得 な い の だ か ら。
b)Catalstの
mRNAスプ ラ イ シ ング とグ ル ー プIIイ ン トロ ンの セ ル フ ス プ ラ イ シ ング と の
類 似 性 か ら、mRNAスプ ラ イ シ ング 反 応 もRNA触 媒 で あ る可 能 性 が 指 摘 さ れ て
い る(Cechらの 総 説,1986)。 も し そ う で あ れ ば、catalystはsnRNAであ る
に違 い な い。 ど のsnRNAが触 媒 活 性 を 持 っ て い る か を 調 べ る こ と は 一 っ の 新
し い方 向 で あ る。 も ち ろ ん、 特 定 のsnRNAだけ で ス ブ ラ イ シ ング 反 応が 起 こ
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る こ と を期 待 す るの は無 理 で あ ろ う。 し か し、 あ る 限 られ た 条 件 で、 特 定 の
snRNAに何 ら か の 触 媒 活 性、 例 え ばRNAの 切 断 活 性 が あ る こ とは 期 待 し て も
い い と思 う。 ど のsnRNAがcatalystかを推 理 し て み よ う。 ス プ ラ イ ス ソ ー ム
の 中 に あ るsnRNAは、U1(?),U2,U4,U5,U6であ るが、 ス プ ラ イ ス 部 位 の 認 識
機 能 と 触 媒 活 性 は 異 な る分 子 に担 わ れ て い る に違 い な い と い う筆 者 の 独 断 と
偏 見 に よ っ てU1,U2,U5は除 外 し よ う。 ま た、U4は、 反 応 が 起 こ る 前 に ス プ ラ
イ ス ソ ー ム か ら解 離 す る と考 え られ る の で、 こ れ も 除 外 す る。 とす る と、ca
talystはU6RNAであ る と い う こ と に な る。 ス プ ラ イ シ ン グ に 関 与 す るsnRNA
の 内 で、U6RNAの 配 列 は種 間 で 最 も 保 存 さ れ い る(Reddy,1988)。ま た、U6
RNAだ け はtrimethylguanosineのキ ャ ップ 構 造 を 持 た な い と い う 点 で、 特 異
な 存 在 の よ う に 思 わ れ る。ATPの 要 求 性 も 含 め て、 筆 者 が 考 え るmRNAスプ ラ
イ シ ン グ の シ ナ リオ は 次 の 通 りで あ る。mRNA前駆 体 の 二 次 構 造 がATP依 存 的
に解 き ほ ぐ さ れ て、U1?,U2,U5,U4/U6を含 む ス プ ラ イ ス ソ ー ム が 形 成 さ れ る。
こ の 時 点 で は、U6RNAはU4RNAと塩 基 対 を 形 成 し て い る た め 活 性 の あ る 高 次
構 造 を 取 れ な い で い る。 次 に、RNAhelicaseが、U4/U6間 の 塩 基 対 をATP依
存 的 に 解 きほ ぐ し、U4が ス プ ラ イ ス ソ ー ム か ら解 離 す る。U4が 離 れ た た めU6
RNAは活 性 の あ る構 造 を取 れ る よ う にな り、 反 応 の 第 一 段 階 が 起 こ る。 次 に、
ATPのエ ネ ル ギ ー を 使 っ て スプ ラ イ ス ソー ム の 構 造 が ゆ が め られ、 そ れ に よ
っ てU6RNAの活 性 中 心 が3'ス プ ラ イ ス 部 位 に接 近 す る こ と に な り、 反 応 の
第 二 段 階 が 起 こ る。 こ の シ ナ リオ を 眺 め て い る と、catalystの問 題 だ け で な
く、ATPが 何 の た め に 使 わ れ て い る の か を 理 解 す る こ と も スプ ラ イ シ ン グ 反
応 を理 解 す る 上 で 重 要 な こ とで あ る と思 わ れ て な らな い。
C)ス}ス ウの'eeの 。
mRNAスプ ラ イ シ ン グ を、 ス プ ラ イ ス部 位 の 選 択 と反 応 機 構 の 二 っ に分 け る
こ とが 許 さ れ る と し た ら、 後 者 は前 者 に 比 べ る と は るか に 簡 単 な 問 題 で あ る
よ う に 思 わ れ る。 序 論 で 述 べ た よ う に、 ス プ ラ イ シ ング に 関 与 す る因 子 は 多
数 同 定 さ れ て い るが、 スプ ラ イ ス 部 位 の 選 択 の 機 構 に関 し て は 古 くか ら 多 く
の 研 究 者 が 関 心 を 寄 せ て き た に もか か わ らず 全 く不 明 で あ る。 反 応 機 構 が 解
明 さ れ て も スプ ラ イ ス 部 位 の 選 択 の 機 構 が 解 明 さ れ な けれ ば、mRNAスプ ラ イ
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シ ン グ を 理 解 し た と は 言 え な い。 ま た、 ス プ ラ イ ス 部 位 選 択 機 構 を 理 解 す る
こ と は、 ス プ ラ イ ス 部 位 の 選 択 の 原 則 を し ば しば 無 視 す る こ と に よ っ て 成 し
遂 げ ら れ るalternativesplicingの機 構 を 理 解 す る こ と に もっ な が る も の と
期 待 さ れ る。 スプ ラ イ ス 部 位 選 択 の 問 題 は 皿RNAスプ ラ イ シ ン グ に お け る 巨 大
な 問 題 と し て そ び え 立 っ て お り、 今 後 多 く の 研 究 が な さ れ る必 要 が あ る。
dmRNAスo一 奇"こ';。h
異 な る組 織 や 発 生 段 階 で 異 な る ス プ ラ イ ス 部 位 が 選 択 さ れ、1っ の 遺 伝 子
か ら 複 数 種 のmRNAが産 生 さ れ るalternativesplicingの例 が 多 数 報 告 さ れ て
い る こ とは 序 論 で 述 べ た。 異 な る組 織 や、 異 な る 発 生 段 階 の 生 物 か ら細 胞 抽
出 液 を 調 製 し、alternativesplicingをinvitro系で 再 現 し よ う とす る試 み
が 多 くの 研 究 グ ル ー プ で な され て い るが、 今 の と こ ろ成 功 して い な い。 シ ョ
ウ ジ ョウ バェ に お い て は、 あ る 遺 伝 子 の 産 物 が 別 の 遺 伝 子 の ス プ ラ イ シ ング
を 調 節 して い る例 が い くっ か 知 られ て い る(Binghamらの 総 説,1988)。例 え
ば 、 性 決 定 に 関 わ るSex-lethalとい う遺 伝 子 の 産 物 がtransformer遺伝 子 の
転 写 物 の ス プ ラ イ シ ング を 調 節 して い る ら し い こ とが 分 か って い る。 シ ョウ
ジ ョウ バ ェ に お け る 遺 伝 学 と生 化 学 の 組 合 せ は、alternativesplicingの機
構 を 理 解 す る 上 で 強 力 な 武 器 に な る に 違 い な い。alternativesplicingの機
構 の 獲 得 と単 細 胞 生 物 か ら多 細 胞 生 物 へ の 進 化 の 間 に は、 深 い 関 係 が あ る よ
う に 思 う。 ス プ ラ イ シ ン グ の 調 節 機 構 を理 解 す る こ と は、 高 等 生 物 の 発 生 や
細 胞 分 化 を理 解 す る 上 で の 重 要 な 一 っ の 手 が か り に な るの か も 知 れ な い。
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